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SOMMAIRE
L’obésité est une cause principale d’hypertension et l’accumulation de masse
adipeuse y serait directement impliquée. Nos études préalables suggèrent qu’un/des
gènes, trouvé(s) dans la région homologue du chromosome —6 humain et —20 du
rat, joue(nt) un rôle dans la pathogénèse de l’obésité associée à l’hypertension.
Cette étude continue la quête du/des gène(s) responsable(s).
Des rats spontanément hypertendus (SHR) et leur souche congénique
(SHR. iN), contenant la région chromosomique homologue RNO2O transférée des
rats Brown Norway (ON), sont soumis à 12 semaines de diète normale ou élevée en
gras (HFD). Durant cette intervention, la pression sanguine est mesurée par
télémétrie et, au sacrifice, le sérum et des tissus sont recueillis.
La diète HFD induit une plus grande augmentation du poids corporel, de la
masse adipeuse, de la taille adipocytaire, du taux de leptine sérique et de la
pression sanguine chez les SHR.JN que chez les SHR. La taille adipocytaire corrèle
avec le taux de leptine. Le profil d’expression génique dans le tissu adipeux
(Affymetrïx, 15,923 gènes et ESTs) révèle des changements coordonnés de
plusieurs groupes géniques qui incitent une accumulation lipidique plus grande chez
les SHR.1N que les SHR. Les processus physiologiques impliqués sont la
lipogenèse, le remodelage de l’actine-cytosquelettique et la dissipation d’acides
gras. Les gènes TNF-Œ et PPAR- localisés dans la région RNO2O régulent ces
processus, ce qui suggère leur implication.
D’après nos résultats, le segment RNO2O régule l’augmentation induite par la
diète de l’adiposité et la pression sanguine par son impact sur l’accumulation
lipidique intracellulaire et la taille adipocytaire.
Mots-clefs obésité; hypertension; adiposité; tissu adipeux; taille adipocytaire,




Obesity is a leading cause of hypertension. Body-fat accumulation has been
implicated in this relationship. Our previous studies suggest that a genefs) within the
homologous region cf human chromosome 6 and rat chromosome 20 (RNO2O)
playfs) a tale in the pathogenesis of obesity-related hypertension. Here, we
continued searching for the gene in the rat model.
Aduit spontaneously hypertensive rats (SHR) and its congenic strain
(SHR.1N), with a segment of RNO2O transferred from the Brown Norway rat and
containing the homologous region, were subjected to a 12-week high-fat (HFD) or
normal diet. During that period, blood pressure was measured with telemetry. At the
end, selected tissues and sera were collected for further analyses.
In response to HFD, body weight, fat-pad weight, serum leptin, and blood
pressure increased more in SHR.IN than in SHR. Adipocyte size also increased
more in SHR.IN than in SHR. Close correlation between adipocyte size and serum
leptin was observed. Micro artay gene-expression profiling in adipose tissue
(Affymetrix, 15,923 genes and ESTs) revealed a highly co-ordinated pattern,
favouring mostly ta a greater accumulation of intracellular fat in SHR.1N than in
SHR. The physiological processes involved wete ilpogenesis, actin-cytoskeleton
remodelling and fat burning. Analyses cf the TNF-Œ and PPAR- genes, located
within the RNO2O region and known to regulate these processes, provided some
support for their combined effect.
Our resuits suggest that the RNO2O segment regulates diet-induced
increases in adiposîty and blood pressure and that this effect may be mediated by its
impact on intracellular lipid accumulation and adipocyte size.
Key words: obesity; hypertension; adiposity; adipose tissue; gene
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INTRODUCTION
Le nouvel environnement créé par l’avènement de la société industrialisée
est une cause importante et inattendue de l’augmentation de la prévalence de
l’obésité1. En plus de tendre vers un style de vie sédentaire, les individus sont
bombardés de produits et publicités spécifiquement créés dans le but
d’augmenter la consommation. La commercialisation et la disponibilité des
aliments sont une puissante force environnementale qui favorise la
surconsommation alimentaire; les producteurs ont de grandes motivations à
augmenter leurs ventes en grossissant la demande2. La population
contemporaine, sédentaire et stressée, évolue dans un environnement calorique
engorgé de média « appétitive» créant une dynamique qui pousse les individus
susceptibles vers l’obésité.
L’obésité est une surcharge graisseuse corporelle causée par un surplus
énergétique chronique. C’est une condition complexe déterminée par l’interaction
entre plusieurs facteurs génétiques et environnementaux régissant l’équilibre
énergétique1. En fait, l’obésité est le principal facteur de risque impliqué dans le
développement de divers états de santé adverses, tels que des désordres
métaboliques et cardio-vasculaires incluant l’hypertension artérielle (HTA)1
Le tissu adipeux est maintenant considéré comme un véritable organe
endocrinien; il produit toute une gamme de peptides biologiquement actifs telle
que la leptine4. L’expansion de la masse adipeuse et l’augmentation de la taille
cellulaire changent le taux d’expression et/ou de sécrétion de plusieurs de ces
molécules, créant ainsi des changements endocriniens qui déclenchent des
cascades physiologiques néfastes liées à I’HTA associée à l’obésité5.
Plusieurs études effectuées chez des animaux et des humains, impliquent
la région chromosomale contenant le gène du facteur de nécrose tumorale (Tnf)
ct dans le développement de l’HTA associée à l’obésité3’ 6 L’objectif de mon
mémoire est d’investiguer plus profondément le rôle du iocus génique de Tnf-Œ du
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il Définition de l’obésité
Pour survivre, les humains doivent trouver dans leur environnement une
source constante d’énergie afin de répondre à leurs besoins métaboliques de
base: la croissance, le mouvement, la réparation tissulaire et la reproduction7.
Cette énergie est obtenue par la dégradation de molécules nutritionnelles telles
que les sucres, les protéil nes et les lipides. Ces molécules sont une source
compacte d’énergie relâchée par divers processus cataboliques et utilisée pour
maintenir les maintes fonctions du corps humain7.
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D’un point de vue médical, l’obésité est une condition métabolique où un
excès de masse graisseuse entraîne des effets néfastes à l’organisme. Un
surplus alimentaire chronique provoque une accumulation graduelle de graisse
corporel le.
1.1.1 Mesure de l’adiposité
Le degré d’adiposité se mesure avec l’indice de masse corporelle (IMC), le
tour de taille, le ratio taille-hanche ou bien avec des techniques plus avancées
comme la résonance magnétique. Avec cette technique, le rapport précis entre la
graisse corporelle et la masse « non-graisseuse » peut être déterminé. Toutefois,
l’IMC et le tour de taille restent les outils les plus pratiques, rentables et largement
utilisés pour évaluer les risques qu’encourt une personne de souffrir de problèmes
associés à l’obésité (http:I/www.cdc.qov!nccdphp!dnpa!bm/index.htm).
1.1.1.1 Indice de masse corporelle: L’IMC est obtenu en divisant la
masse d’un individu (en kilogrammes) par sa grandeur (en mètres) élevée au
carré (IMC= KgIm2). Par exemple, on considère qu’une personne a un surplus de
..j., i — — Ir1 ._,c t . __ _.._ r i, , 2 ii
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lorsque son IMC devient supérieur à 30 Kg/m2
(http:llwww.cdc.gov/nccdphp/dnpa/obesity/defininq.htm).
1.1.1.2 Tour de taille: Plusieurs études indiquent qu’une distribution
adipeuse dite centrale, viscérale, androïde ou abdominale entraîne des
conséquences pathophysiologiques métaboliques et cardiovasculaires plus
importantes qu’une distribution adipeuse dite périphérique, gynoïde ou sous
cutanée813. Ainsi, il convient d’évaluer non seulement le niveau d’adiposité mais
aussi sa distribution par le biais du tour de taille. Cette mesure devient importante
et largement utilisée en clinique. Par exemple, le guide thérapeutique NCEP
ATPIII suggère qu’un tour de taille de plus de 102 cm pour les hommes ou de
plus de 88 cm pour les femmes constitue un facteur de risque pour le syndrome
métabolique13.
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1.2 Gènes ïnadaptés à l’environnement moderne
Au début de l’humanité, l’acquisition de nourriture demandait une grande
dépense énergétique et les sources d’approvisionnement étaient irrégulièrement
disponibles7. Dans ce contexte évolutif, les mécanismes physiologiques régulant
les comportements humains de recherche alimentaire, d’alimentation et de
dépense énergétique sont mis en place7. Depuis l’apparition de l’Homo sapiens
voilà environ 35 000 années, le génome humain est affecté par très peu de
changements14. Les humains vivant à « l’ère moderne » restent génétiquement
programmés pour un style de vie pré-agricole de type chasseur-cueilleur14.
1.2.1 Systèmes régulant l’alimentation
Le système nerveux central (SNC) contrôle l’apport nutritionnel en
intégrant divers signaux provenant de 4 stimuli de base soit: î- le stimulus relié à
la dépense énergétique de l’organisme, 2- le stimulus de thermogenèse, 3- le
stimulus hormonal et 4- le stimulus environnemental7.
1.2.1.1 Stimulus relié à la dépense énergétique de l’organisme: Le
cerveau contient des récepteurs chimiques qui détectent le niveau plasmatique
d’éléments nutritionnels tels que le sucre, les acides aminés, les acides gras (AG)
et IC glycérol. Leurs niveaux sont proportionnels aux réserves énergétiques de
l’organisme7.
1.2.1.2 Stimulus de thermogenèse: Des thermorécepteurs centraux
influencent la dépense et l’apport énergétique. Un signal thermique élevé (ex.
climat, fièvre) inhibe la prise alimentaire alors qu’un signal bas l’augmente7.
1.2.1.3 Stimulus hormonal: Le SNC détecte des hormones en circulation
comme l’insuline, le giucagon, l’adrénaline, le cortisot et la leptine. L’intégration de
changements hormonaux permet au SNC de déterminer l’état nutritionnel de
l’organisme et de réguler la dépense énergétique7.
1.2.1.4 Stimulus environnemental: La vue, l’odorat, iC goût et les
pensées alimentaires créent des changements physiologiques capables de
modifier le réflexe ailmentaire. Par exemple, le stress produit de l’adrénaline qui
augmente l’appétit; le manque de sommeil diminue la leptirie et augmente la
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sécrétion d’hormones de stress, deux signaux qui augmentent l’apport
calorifique7. Les facteurs psychiques et environnementaux altèrent l’efficacité de
l’organisme à maintenir l’équilibre énergétique.
Beaucoup de ces mécanismes, autrefois profitables, sont maintenant
inadaptés à la réalité industrielle moderne14.
13 Obésité, interaction « gène-envïronnement »
Les pressions environnementales affectent différemment les individus car
la génétique régissant les systèmes physiologiques de chacun est variable. Une
étude démontre que des paires de jumeaux identiques consommant 1000 Kcal
supplémentaires par jour pendant trois mois subissent un gain de poids
significativement plus similaire entre les jumeaux (d’une même paire) qu’entre les
paires de jumeaux différentes15. L’obésité est déterminée par une importante
composante génétique puisqu’elle se transmet de génération en génération.
Toutefois, sa pathogenèse reste complexe puisque le phénotype final résulte
d’interactions entre plusieurs facteurs de susceptibilité génétiques et
environnementaux qui sont dynamiques et changeants selon l’âge et l’état
physiologique (ex. ménopause).
L’obésité est une inadaptation de l’évolution du style de vie sur le génome,
soit un cas classique d’interaction « gène-environnement »16 Les interactions
peuvent agir de façon plutôt potentialisante qu’additive ou parallèle. La littérature
décrit plusieurs exemples d’interactions « gène-environnement ». L’équipe de
Khoury et al. les ont classifiés en 4 groupes; soit type-l, -Il, -III, et -IV (Tableau
A A17
I. I)
L’obésité est généralement classifiée comme une interaction « gène-
environnement)) de type-IV puisqu’un défaut génétique et un apport calorifique
élevé conduisent tous les deux de façon indépendante à un certain degré
d’obésité. Par contre, la présence combinée des deux éléments crée une
synergie qui provoque une accumulation de graisse liée à des conditions
métaboilques nocives1.
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Évidemment, l’équation déterminant la résultante physiologique se
complexifie si les facteurs de protection issus de la génétique et/ou de
l’environnement sont tenus en compte1. De pius, l’exposition environnementale
est souvent temporelle. Ainsi, la résultante phénotypique de chacun est
déterminée par sa combinaison génétique et environnementale unique. Il reste
qu’un trop grand apport alimentaire conduit à un gain corporel qui progresse vers
l’obésité (surtout chez les individus génétiquement susceptibles).
Classification des types d’interactions « gène-environnement »
Interaction Description
Ni la genêtique, ni l’environnement n’ont d’effet en eux-mêmes. Seul la prêsence des deux
Type I éléments conduit à la maladie17. Ex: Sensibilité génétique au sel menant au développement de
I’HTA1.
La génétique seule n’a pas d’effet. L’exposition à un environnement donné conduit à la maladie.
Type II L’effet néfaste de la génétique ressort seulement en présence d’un environnement propice17.
Ex Diabète chez les indiens « Pima » exposés à un environnement hyper calonque1.
Avoir la génétique peut conduire à la maladie. L’exposition à l’environnement seulement ne
Type III conduit pas à la maladie. Par contre, le résultat se potentialise en la présence des deux
éléments17. Ex: Syndrome de Liddle (forme mono génique U’HTA empirée par le sel)1.
La génétique et l’environnement peuvent tous les deux, de façon indépendante, conduire à la
Type IV
maladie. La présence des deux éléments donne un résultat synergique17. Ex: Obésité1
Tableau 1.1 Classification des types d’interactions « gène-environnement »
selon le groupe de Khoury et ai.1’ 17
1.4 Conséquences associées à I’obésïté
Les personnes obèses souffrent de divers problèmes de santé découlant de
leur poids excédentaire. Les problèmes orthopédiques et arthritiques, les troubles
du sommeil, les difficultés respiratoires à l’effort et la sudation excessive sont des
problèmes de santé directement reliés à l’excès de masse d’un corps obèse. Ces
troubles de santé sont une source de stigmatisation et de discrimination sociale.
Ces malaises diminuent la qualité de vie des personnes obèses et celles-ci
deviennent susceptible de développer des troubles psychologiques, tels que la
dépression18
6
Les conséquences plus sévères liées à l’obésité émergent d’interactions
synergiques « gène-environnement ». Chez certains, même un faible excès de
poids peut induire des changements endocriniens et rtiétaboliques associés à un
risque de morbidité plus élevé.
1.4.1 Syndrome métabolique
À la fin des années 80, Reaven et ses collègues proposèrent une première
définition du syndrome métabolique19. Depuis, un consensus clair n’est toujours
pas encore établi. Les différents organismes et guides thérapeutiques (WHO,
NCEP/ATP III) utilisent différents critères diagnostiques13. Toutefois, les
définitions tendent vers une standardisation. Le syndrome métabolique est
souvent décrit comme un ensemble de perturbations métaboliques et
cardiovasculaires se manifestant chez
un même individu à une fréquence
plus élevée que celle du hasard 20 La
Hypertension Obésité
gamme de perturbations englobe: 1- Génétique Diète
l’obésité (centrale), 2- la résistance à
l’insuline et/ou hyper insulinémie, 3- la Intolérance I État proinflammatoire
resistance au glucose
- I prothrombotique
dyslipidémie 4- l’HTA et 5- l’état
Dyslipidémie
proinflammatoire et prothrombotique 20
(Figurel.1). L’obésité serait le principal
__________________________________
facteur de risque pour le
développement du syndrome Figure 1.1 Composantes du syndrome
-
•.. .20 - métabolique. Une personne atteinte
IIIeLauutft.lu . epenuaiit, iuuSite montre une combinaison de ces
dite centrale y est plus fortement dérégulations métaboliques.
associée82.
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1.4.1.1 Résistance à l’insuline et/ou hyper ïnsulinémie : L’obésité est un
des principaux facteurs de risque pour le développement du diabète de type-II.
Des deux millions et plus de canadiens diabétiques, 90% sont aussi obèses
(httpJlwww. diabetes. ca/section main/welcome.asp). Les mécanismes
pathogéniques du diabète de type-II ne sont pas tout à fait éclairés21.
L’insuline est une hormone circulante sécrétée par les îlots de ceHuies- du
pancréas. Cette hormone agit sur les cellules sensibles à l’insuline (ex. myocytes,
adipocytes) en facilitant l’entrée et le métabolisme du glucose. L’insuline inhibe
aussi la giuconéogénèse dans les cellules rénales et hépatiques20. Lorsque la
sensibilité à l’insuline diminue (résistance à l’insuline), sa sécrétion et/ou clairance
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compensatoire fait à son tour défaut (ex. épuisement des cellules-J3
pancréatiques), des dérégulations de sécrétion de l’insuline et de l’hyperglycémie
émergent20. L’hyperglycémie chronique progresse vers les diabètes de type-ii
chez les individus génétiquement susceptibles18, ce qui mène à diverses
complications micro- et macro- vasculaires telles que la rétinopathie, la
neuropathie, la néphropathie, I’ischémie cardïaque et autres dérégulations.
La résistance à l’insuline est depuis longtemps vue de façon
« glucocentrique » mais aujourd’hui le rôle de la circulation surabondante d’AG
est reconnu20. Les anornalités d’emmagasinage, de dégradation et de libération
des triglycérides (TG) par les tissus devient la mesure primaire diagnostique de la
résistance à l’insuline puisqu’elles apparaissent avant l’hyperglycémie21. Les
irrégularités dans le métabolisme graisseux augmentent le flux d’AG libres aux
tissus non-adipeux tels que les muscles et le foie21. Les perturbations progressent
vers la résistance à l’insuline, l’hyperglycémie et elles aboutissent au diabète de
type-Il. L’action de linsuline la plus sensible est l’inhibition de la lipolyse dans le
tissu adipeux22, donc une résistance à l’insuline augmente la lipolyse dans le tissu
adipeux2°. Plusieurs conséquences néfastes découlent de l’augmentation du flux
U’AG telles que: 1- la dysiipidémie, 2- une stéatose hépatique, 3- une intolérance
au glucose par la baisse de la sensibilité à l’insuline des muscles et du foie, 4-
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une clairance de l’insuline diminuée qui est aggravée par une hyper insulinémie
périphérique et 5- une dysfonction des cellules-f3 pancréatiques21.
Les mécanismes biochimiques par lesquels les AG et les TG cytosoliques
exercent leurs effets restent encore mal compris mais la notion de lipocytotoxicité
a été avancée21’ 2325 Lorsque la balance énergétique est positive, les adipocytes
emmagasinent leS TG jusqu’à ce que te processus soit limité par une inefficacité
d’emmagasinage et/ou d’expansion du tissu adipeux21. C’est alors que les
substrats énergétiques encombrent les tissus non-adipeux menant aux anomalies
métaboliques qui caractérisent l’intolérance au glucose. Plusieurs obèses, en
particulier ceux ayant une obésité viscérale, développent une stéatose hépatique
(infiltration adipeuse au foie)21. L’infiltration graisseuse des tissus non-adipeux
peut être lipotoxique soit directement ou indirectement (par l’entre mise de
l’augmentation du stress oxydatif)21.
Dans l’obésité centrale, les produits de lipolyse sont plutôt libérés dans la
circulation splanchnique que la systémique. L’abondance des AG conduits
directement au foie influence le métabolisme hépatique21. La glycogenèse, la
lipogenèse, la sécrétion de protéines prothrombotiques (inhibiteur de l’activateur
du piasminogène [PAi]-i, fibrinogène), la sensibilité et la clairance de l’insuline
sont tous altérées par un taux élevé de AG21’26
Finalement, des études récentes impliquent de façon parallèle le glucose
et les graisses dans le développement de l’intolérance au glucose; leurs rôles
sont partagés. C’est donc l’excès énergétique global qui est diabétogénique21.
1.4.t2 Dyslipidémie: L’obésité élève la concentration plasmatique des TG
et diminue le cholestérol des lipoprotéines de haute densité (HDL), deux
caractéristiques qui sont des éléments diagnostiques du syndrome métabolique13.
1.4.1.2.1 Physiologie des triglycérides: Les TG diététiques
subissent une lipolyse lorsqu’ils traversent la barrière intestinale27. Une fois
entrés, les AG libres sont ré-estériflés en TG et incorporés dans des
chylomicrons qui sont libérés dans la circulation27. Les TG circulants sont
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aussi transportés par les lipoprotéines de très basse densité (VLDL),
produites par le foie. La lipoprotéine lipase ïntravasculaire lyse les TG des
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entrer dans les cellules où ils sont soit: 1-oxydés pour produire de
l’énergie ou 2- ré-estérifiés pour les emmagasiner27. Une fois dans la
cellule, c’est la lipase sensible aux hormones (HSL) qui régule la lyse des
TG et qui contrôle la libération des AG du tissu21. L’action de I’HSL est
grandement réprimée par l’insuline.
t&1.2.2 Rôle des triglycérides dans la pathophysiologie de
l’obésité associée au syndrome métabolique: L’obésité est associée à
un déséquilibre entre la lyse des TG et leur synthèse par estériflcation2’; ce
déséquilibre favorise l’augmentation des AG21. Certains suggèrent que la
résistance insulinique affectant les personnes obèses inhibe l’action de
tHSL21. Lorsque l’équilibre entre la capture et la relâche d’AG est perturbé
dans le tissu adipeux, les AG libres altèrent le métabolisme des tissus non-
adipeux tels que le foie, les muscles et éventuellement le pancréas21.
Dès le départ, le foie essaie de rétablir un équilibre par des
mécanismes compensatoires tels que: 1-l’emmagasinage ectopiquement
les TG (stéatose du foie), 2- l’augmentation de l’oxydation des AG, 3-
l’augmentation de la synthèse des lipoprotéines de très basse densité
(VLDL)21. Ainsi, l’augmentation de la synthèse de TG altère la composition
des lipoprotéines en augmentant la relâche de VLDL en circulation, en
réduisant la production de lipoprotéines de haute densité (HDL) et en la
changeant la composition des lipoprotéines de basse densité (LDL) qui
deviennent plus petites, denses et athérogéniques2830. En fait,
l’hypertrigiycéridémie reflète bien la condition de résistance à l’insuline et
devient un important critère diagnostique pour le syndrome métabolique20.
Des études effectuées chez l’humain montrent que l’accumulation
intramyoceflulaire de TG est associée à: 1- une résistance à l’insuline des
cellules musculaires3133, 2- une réduction de leur capacité oxydative21 et 3-
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l’inhibition du métabolisme du glucose dans le muscle34. Par contre, il n’est
pas encore certain que la présence intramyocytaire de 1G joue un rôle
causal dans le développement de la résistance à l’insuline21.
1.4.1.2.3 Physiologïe des HDL: Le foie synthétise aussi les HDL
qui transfèrent aux chylomicrons et aux VLDL de: 1- l’apoprotéine (Apo)
C11, un activateur de la lipoprotéine lipase, et 2-i’Apo E, un facteur de
reconnaissance par les cellules27. De plus, les HDL transportent le
cholestérol des tissus périphériques au foie où ils peuvent être recyclés27.
1.4.1.2.4 Rôle des HDL dans la pathophysiologie de l’obésité
associée au syndrome métabolique: In vitro, l’HDL promue la libération
de cholestérol de cellules spumeuses logées dans les lésions
athérosclérotiques (transport inverse du cholestérol)35. D’autres études
attribuent aux HDL des propriétés anti-oxydatives et anti-inflammatoires,
qui inhibent i’athérogenèse36’ . Le taux dHDL est réduit dans robésité3e et
la perte de ses effets protecteurs rend le système cardio-vasculaire plus
susceptible de développer des pathologies telles que des plaques
athérosciérotiques.
1.4.1.3 Hypertension artérielle: L’HTA associée à l’obésité fait aussi
partie du syndrome métabolique. C’est un bon exemple de conditions
pathologiques créées par des interactions « gène-environnement ». Toutefois,
l’obésité teste le principal facteur de risque pour le développement de I’HTA (voir
chapitre 2). Le sujet principal de ce mémoire est l’identification de facteurs
géniques induisant l’HTA associée à l’obésité dans un modèle animai susceptible
au développement du syndrome métabolique.
1.4.1.4 État proinflammatoïre et prothrombotique: Les indices
d’inflammation sont augmentés chez les sujets obèses et cette association est
bien documentée20’ En fait, plusieurs cytokines proinflammatoires sont
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augmentées telles que: l’interleukine (IL)-6, la résistine, le Tnf-a et la protéine
réactive-C40. La surproduction de cytokines reflète l’expansion de la masse
adipeuse41. Des macrophages dérivés de monocytes infiltrent le tissu adipeux et
diffusent des cytokines proinflammatoires d’action locale et/ou systémique42’ 43•
En fait, la résistance à l’insuline des tissus hépatiques, musculaires et adipeux est
non seulement associée à cette abondance de cytokines mais elle est aussi un
résultat direct de cette surcharge inflammatoire44.
Principalement produite par les adipocytes, l’adiponectine est une cytokine
anti-inflammatoire qui peut: 1- accroître la sensibihté à l’insuline, 2- inhiber
l’expression d’enzymes gluconéogéniques, 3- inhiber le taux de production
endogène de glucose, 4- accroître le transport du glucose et 5- augmenter
l’oxydation des AG43’ . Cependant, Ii a été démontré que la production
d’adiponectine est réduite par l’obésité46.
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2.1 Relatïon épidémiologique entre l’hypertension et l’obésïté
Cliniquement, une personne est considérée hypertendue lorsque sa
pression artérielle(PA) dépasse 140/90 mm Hg ou qu’elle utilise des médicaments
anti-hypertenseurs47. Une HTA persistante est un facteur de risque important pour
les accidents cérébraux vasculaires (ACV), les crises cardiaques, l’insuffisance
cardiaque et Finsuffisance rénale.
L’augmentation de PA corrèle à la prise de poids; elle est même fortement
reliée à l’amplitude du gain de poids48. L’étude Framingham Heart estime que 65-
J,. in — j. — i,..,_.(070 ue u n it- Oiic tUiuuuiC a I uueite et que ifltii7 UnC pIISe u pOIut
modérée est associée à un risque plus élevé5052. La perte de poids est associée
à une réduction de la PA même chez les obèses normaux-tendus53’ I, ce qui
suggère que la PA de ces individus est plus élevée qu’elle le serait avec une
adiposité plus basse. L’association entre la PA et le niveau d’adiposité se voit
même à travers la gamme des non-obèses55. Toutefois, cette relation montre des
variations interindMdueNes considérables. La résultante phénotypique dépend de
la combinaison génétique et environnementale de chacun tous les obèses ne
sont pas hypertendus et tous les hypertendus ne sont pas obèses11.
2.2 Pathogenèse de l’hypertension associée à l’obésité
L’étiologie de l’association entre l’HTA et l’obésité n’est pas encore tout à
fait éclaircie5’ 18 Quatre grands mécanismes semblent se développer en parallèle
et se potentialiser entre eux soit; 1- l’activation du système nerveux sympathique
(SNS), 2- l’hyper insulinémie induite par la résistance à l’insuline, 3- l’activation du
système rénine-angiotensine-aidostérone (RAAS) et 4- la production accrue de
stress oxydatif5’ 56• L’expansion du tissu adipeux est reliée à une dysfonction
caractérisée par la production dérégulée de molécules bio actives, ce qui
enclenche les quatre grands mécanismes pathogéniques induisant I’HTA
associée à l’obésité (Figure 2.1). Ainsi, la dysfonction du tissu adipeux devient
centrale à l’induction pathophysiologique de I’HTA associée à l’obésité.
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Fïgure 2.1 : Mécanismes pathophysiologiques enclenchés par la
déréguiation des moiécuies bio actives dans le tissu adipeux en expansion
pouvant induire I’HTA associée à l’obésité: 1- l’activation du système nerveux
sympathique (SNS), 2- l’hyper insuiiném induite par la résistance à l’insuline, 3-
l’activation du système rénine-angiotensine-aldostérone (RAAS) et 4- la
..i. .,.; . M . Ar’-rII. ii r e.iuuui..tiOfl aL.L.Iue ue Lie OAyuarII . i’iOce . i ii, c*flIOcCflifle ii, r o,
radicaux libres, Tnf-Œ; facteur de nécrose tumoral.
2.2.1 Activation du système nerveux sympathique
Une activation chronique du SNS serait un mécanisme clé dans la
pathogenèse de i’HTA associée à l’obésité5. Étant un pion clé dans la régulation
de l’homéostasie cardiovasculaire, plusieurs études lient l’activité du SNS avec
l’adiposité et sa distribution11’ 57, 58 L’obésité induit l’activation sympathique
augmentant la PA par: 1- la vasoconstriction périphérique et 2- une hausse de la
rétention sodique et liquide5. Plusieurs études décrivent une activité accrue des
nerfs sympathiques dans l’obésité associée à I’HTA5961. Le SNS peut être activé
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2.2.tl Hyper Ieptinémïe: Selon des nouvelles études, la leptine est une
molécule clé dans l’activation sympathique associée à l’obésité62’63 La leptine est
produite et sécrétée par leS adipocytes en proportion avec la masse adipeusepar
conséquent, l’obésité est associée à un taux élevé de leptine circulant64. Cette
molécule agit sur des cibles neuronales de l’hypothalamus pour: 1- réduire
Fappétit, 2- accroître la dépense énergétique par la hausse du signai sympathique
aux tissus actifs métaboliquement et 3- augmenter l’activité sympathique aux
reins et à la vasculature périphérique5’ 65, 66 La leptine active le SNS par deux
— - L iL. _I_.L_ L.. 1 —— ._ CL_I... —. . IsysteIIIts uC iieuiociinsiiittttui uiciiiCrs uuii i iIypoulIiriius. la
composante « pressive » provient du système de la mélanocortine67’ 68 alors que
la composante métabolique vient du système corticotrophique69. Suite à l’hyper
ieptinémïe chronique de l’obésité, les voies moléculaires développent une
résistance sélective à la Ieptine70. L’effet sur l’appétit et la dépense énergétique
se perd alors que l’effet sur la vasculatute et les reins se maintient dans l’obésité
associée à I’HTA5. De plus, la déficience et la résistance à la leptine sont
associées à l’accumulation de TG dans les organes non-adipeux tels que le foie,
les muscles et les îlots70. La leptine diminue la sécrétion d’insuline71 et donc la
résistance peut introduire une hyper insuNnérnie avant l’avènement d’une
sécrétion d’insuline défectueuse72.
2.2.12 Hyper insulinémie induite par la résistance à l’ïnsuline (effet
indirect - par activation du SNS): Comme décrit ci-dessous, l’hyper insulinémie
induite par la résistance à l’insuline peut avoir un effet direct sur l’HTA associée à
l’obésité5’ Par contre, il a été proposé que l’hyper insulinémie puisse aussi
avoir un effet indirect sur I’HTA associée à l’obésité en activant le SNS qui agit sur
la vasculature des reins. Par exemple, l’injection intracérébrale d’insuline chez le
rat augmente l’activité nerveuse sympathique à divers organes à travers son
action hypothalamique76’
Cependant, malgré les maintes études trouvant que l’hyper insulinérnie
accroît l’activité du SNS 78 76, 77 de façon à indirectement élever la PA, certaines
observations expérimentales remettent cette hypothèse en question66’ 78 Les
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études épidémiologiques montrent des associations mitigées et inconstantes11’ 20
Les patients atteints d’insulinoma ne montrent pas d’augmentation d’activité du
SNS et/ou de la PA; cela malgré des taux plasmatiques dinsuline faramineux79’
s° Ainsi, le rôle de l’hyper insulinémie dans l’activation du SNS provoquant de
l’HTA est controversé11.
2.2.2 Hyper insulinémïe induite par la résîstance à l9nsuline (effet direct)
La résistance à l’insuline et l’hyper insulinémie ont été impliquées plus
directement dans la pathophysioiogie de I’HTA associée à l’obésité5’ . Les
obèses montrent un niveau d’insuline circulant augmenté afin de compenser la
résistance à l’insuline induite par l’obésité5. L’injection systémique d’insuline altère
i:i .,. .__81 ... , ....‘ _r.. j.._
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centraux de l’insuline passent via des mécanismes moléculaires distincts83 d’où
émergent des résistances sélectives. L’effet vasodilatateur de l’insuline peut
faiblir34 alors que son effet sur la réabsorption sodique rénale persiste25,
favorisant I’HTA. La résistance à l’insuline et l’hyper insulinémie peuvent aussi
contribuer à l’HTA associée à l’obésité par d’autres mécanismes (ex. Induction de
dommages hypertrophiques vasculaires produits par des anomalités chroniques
du métabolisme des lipides et du glucose11).
22.3 Activation du système rénine-angïotensine-aldostérone
Les résultats d’études effectuées chez les animaux 86, 87 et les humains88
indiquent que l’activation du RAAS joue un rôle important dans l’étiologie de I’HTA
associée à l’obésité en contribuant à l’augmentation de la PA par la
vasoconstriction périphérique et la réabsorption rénale accrue de sodium.
Plusieurs composantes du RAAS telles que i’angiotensinogène, la rénine,
l’aldostérone et l’enzyme de conversion de l’angiotensinogène (ECA) sont à la
hausse chez les humains obèses8890. La perte de poids cause une diminution la
- _.L _I._ L _I_ A9l93 I _I_ _I_ • __L -—iCiliriC pliIsIriicique UIC u une uisse ut PM . L iitinbitiori u izCA c Un fliuytII
pharmacologique efficace pour abaisser la PA des hypertendus obèses94.
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Certains pensent que l’angiotensine-ll soit capable d’augmenter l’activité du SNS
par une action centrale9598.
2.2.3.1 Système rénine-angiotensïne-aldostérone local du tissu
adipeux: Le tissu adipeux exprime plusieurs composantes du RAAS et ce
système local a été imphqué dans i’HTA associée à l’obésité5’
L’angiotensinogène est plutôt exprimée et sécrétée par les adipocytes viscéraux
que les sous-cutanés100. Chez la souris, la surexpression spécifique
d’angiotensinogène dans le tissu adipeux augmente significativement: î- le taux
circulant d’angiotensine et 2- la PA101. L’effet sur la PA est aboli par
l’administration d’antagonistes sélectifs au récepteur de l’angiotensine-lI de type-
i102 indiquant un rôle fonctionnel de l’activation du RAAS local dans les
mécanismes pathologiques de ce modèle d’HTA associée à l’obésité. L’enzyme
11 f3-hydroxystéroïde déshydrogénase-1 régénère le cortisol actif à partir des
£ — AA I’ _. J. _1.._..I I_ I:... ‘_..5 i _._ ..i.. .ioime i i-eco IIIducive el tIrriuiC it iipugtnest . La surtxpIesskiII ut cette
enzyme dans le tissu adipeux augmente: 1- l’adiposité viscérale et 2-
l’angiotensine circulante et exprimée par le tissu adipeux102.
2.2.4 Stress oxydatif, facteurs d’inflammation et de coagulation
Le stress oxydatif est aussi impliqué dans le développement de I’HTA103.
Des études récentes suggèrent que l’obésité induit un stress oxydatif
systémique104. Chez les humains et les modèles expérimentaux, le degré
d’adiposité corrèle avec les marqueurs de stress oxydatif systémique105°7. Par
exemple, un modèle animal montre que l’obésité augmente le taux de production
de radicaux libres dans le tissu adipeux mais pas dans le foie, les muscles ou
l’aorte107. In vitro, l’accumulation de graisse par les adipocytes 3T3-L1 augmente
— II.I i_ __I.. J.:_.... _j_ ._ j: ... i:i_ 107 i — j. J.:_.. I __I .j_ —
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libres provient des adipocytes mais aussi des macrophages infiltrant le tissu
adipeux108. Des études récentes montrent que le degré d’infiltration de
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et que ces macrophages sont en état classique d’activation (produisant un taux
élevé de radicaux libres et de cytokines proinflammatoires)108.
De plus, le stress oxydatif contribue à a dysfonction endothéliale reliée à
l’obésité109 puisque l’infusion d’antioxydants crée une vasodilatation modulée par
l’endothélium seulement chez les obèses. Jouant un rôle central dans
l’homéostasie cardiovasculaire, l’endothéli um régule le tonus vasculaire et la
balance fibrinolytique (adhésion monocytes/plaquettes)110’ Les forces
mécaniques causées par l’obésité altèrent la fonction vasculaire et la structure de
lendothéliumH2. La sévérité de la dysfonction endothéliale est reliée à l’adiposité
viscérale plutôt qu’à l’adiposité générale109’ 113
2.25 Dysfonction du tissu adipeux
L’adipocyte est l’unité cellulaire principale du tissu adipeux qui se
spécialise dans l’emmagasinage d’énergie sous forme de 1G lorsque l’apport
énergétique surpasse la dépense. Le cytoplasme des adipocytes est envahi par
une énorme inclusion lipidique centrale qui aplatie le noyau cellulaire en
périphérie; seulement une mince couche cytoplasmique est laissée au pourtour
de la cellule (Figure 2.2). Des études récentes suggèrent que l’HTA associée à
l’obésité est reliée de façon causale à l’accumulation de tissus adipeux
dysfonctionnels caractérisés par la présence d’adipocytes morphologiquement




Figure 2.2 Morphologie des adipocytes. A) par
microscopie optique. B) par microscopie électronique
(www. udel. ed uIBioloqylWaqslhistopagelempag&eaUeat. htm)
2.2.5.1 Tissu adipeux comme organe endocrinien: Traditionnellement,
le tissu adipeux avait un râle passif de « réservoir énergétique ». Maintenant, il
est perçu comme un réel organe endocrinien : complexe, essentiel et
métaboliquement actif. Le tissu adipeux envoie plusieurs signaux efférents par
l’expression et la sécrétion d’une variété d’adipokines, soit des peptides bioactifs
d’action locale (autocrine/paracrine) et/ou systémique (endocrine). De plus, les
adipocytes expriment des récepteurs qui intègrent des signaux afférents
provenant de systèmes hormonaux classiques et du SNC. Le tissu adipeux
participe activement dans le réseautage interactif entre les organes qui est
nécessaire à la coordination de diverses fonctions métaboliques,
neuroendocrines et immunitaires114.
Le tissu adipeux contient plusieurs types cellulaires autres que les
adipocytes: nerveuses, stromovasculaires, immunes et conjontives115. Plusieurs
des molécules sécrétées par le tissu adipeux dérivent de la fraction non
adïpocytair&16. En fait, les différentes composantes cellulaires agissent comme
une unité intégrée permettant au tissu adipeux de fonctionner comme un véritable
organe endocrinien115.
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2.2.5.2 Taille des adïpocytes reliée à la dysfonction du tissu adipeux:
L’expansion du tissu adipeux se fait par l’augmentation du nombre et de la taille
des adipocytes7. La phase précoce de l’obésité est dominée par l’hypertrophie
progressive des adipocytes déjà présents dans le tissu; la taille des adipocytes
augmente jusqu’à ce qu’elle atteigne un plateau118. C’est alors que l’hyperplasie
se manifeste afin d’accommoder une surcharge graisseuse additionnelle. Cette
phase d’adipogenèse requiert: 1 - le recrutement de précurseurs d’adipocytes, 2-
l’initiation du programme de différentiation et 3- la mise en place d’infrastructures
de support118. Le programme de différentiation adipocytaire se divise en trois
grandes phases: 1- Prolifération-différentiation : les précurseurs cellulaires
entreprennent la voie de différentiation spécifique à la lignée adipocytaire via le
système signal WNT, 2- Transition; l’étape transitionnelle entre a prolifération-
différenciation et la différenciation terminale est contrôlée par divers facteurs de
transcription tels que le récepteur activé de la prolifération des peroxysomes
(Ppar)-y, la protéine favorisant la liaison du CCAAT (Ciebp)-Œ, -, - et l’élément
régulateur du stérol liant la protéine (SREBP)-1, et 3- Différentiation terminale:
l’étape finale est marquée par l’expression de facteurs adipocytaires tels que la
.
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La morphologie du tissu adipeux en expansion diffère entre les individus.
Certains montrent des cellules plus grosses et empaquetées d’autres des plus
petites, mais nombreuses. La présence d’adipocytes volumineux (plutôt que
petits) est associée à des anomalités fonctionnelles et structurelles du tissu
adipeux telles que: 1- une production dérégulée de molécules bio actives, 2- une
infiltration de macrophages augmentée et 3- une capacité insuffisante à
accommoder les graisses5.
2.2.5.2.1 Production dérégulée de molécules bio actives: Le
tissu adipeux dysfonctionnel est source d’une production accrue de
molécules bio actives et de radicaux libres. Plusieurs études montrent que
l’hypertrophie et l’hyperplasie des adipocytes altèrent la production des
molécules signaux endocrines et paracrines/autocrines produites par le
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tissu adipeux (ex. Tnf-a, leptine, adiponectine, résistine, angiotensinogène,
PAl-1)114. Pat exemple, le volume adipocytaire corrèle positivement avec la
• •. 120 121 •
secretion ae ieptine - et la perte ae poias est associee a: 1- une
réduction de la taille adipocytaire et 2- une réduction de la sécrétion de
leptine122. En relation avec l’activation de RAAS, il est démontré que la
surexpression d’angiotensinogène dans le tissu adipeux est reliée à une
taille adipocytaire augmentée101 et que l’abrogation de RAAS mène à une
diminution de la taille adipocytaire123’ 124
Ces molécules bi’ o actives sont impliquées dans la régulation de
plusieurs processus physiologiques tels que l’activation du SNS, la
résistance à l’insuline/hyper insulinémie, l’activation du RAAS, le stress
oxydatif, les marqueurs inflammatoires, l’adipolyse, la réabsorption du
sodium; bref l’homéostasie générale5 86, 125, 126 Plusieurs de ces processus
physiologiques sont ultimement impliqués dans la régulation de la PA et
donc dans la pathogenèse de l’HIA associée à l’obésité5.
L’expansion du tissu adipeux et l’augmentation de la taille
adipocytaire altèrent la production de ces signaux menant à plusieurs
dérégulations qui favorisent le développement de i’HTA associée à
l’obésité.
2252.2 Infiltration de macrophages: Dans l’obésité humaine, la
fraction stromovasculaire du tissu adipeux est enrichie de macrophages127.
Ces macrophages infiitrants amplifient la production de radicaux libres ce
qui contribue à l’établissement d’un état proinflammatoire aggravé chez les
obèses127. L’IMC et la taille des adipocytes corrèlent positivement avec le
degré d’infiltration de macrophages du tissu adipeux42. Lors de iS
différentiation adipocytaire, la production de radicaux libres s’intensifie au
fur et à mesure que les adipocytes accumulent les graisses et augmentent
de taille107. La morphologie histologique du tissu adipeux de sujets obèses
révèle la présence de couronnes de macrophages entourant complètement
des adipocytes. Les macrophages « en couronne » emmagasinent des TG
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dans leurs cytoplasmes et ressemblent à des cellules spumeuses42; ceci
peut être une forme de déposition ectopique de lipides. Ainsi, l’infiltration
de macrophages peut contribuer à l’induction d’états proinfiammatoires, de
stress oxydatif, de résistance à l’insuline/hyperinsulinémie5 et peut donc
venir à élever la PA chez les obèses108.
2.252.3 Capacité insuffisante à accommoder les graisses:
Lorsqu’un excès calorique supplémentaire ne peut plus être accommodé
par un tissu adipeux trop engorgé, la graisse se dépose ectopiquement
dans des tissus non-adipeux comme les muscles et le foie. La taille
adipocytaire corrèle positivement avec le degré d’accumulation lipidique
.128 r”..... — j _: i... .. j. ..,etopiqut . ruis, Id upusIcIufl L.LupIqU wiiciuu u u Iupf..tnfltII1 ue
résistance à l’insuline et à l’hyperinsulinémie128’ 129 (deux facteurs impliqués
dans l’augmentation de la PA chez les personnes obèses83). Plusieurs
chercheurs parient de lipotoxicité où la déposition ectopique de lipides
affecte négativement le fonctionnement des cellules non-spécialisées dans
l’emmagasinage des graisses; celles-ci peuvent devenir vulnérables à
i’apoptose. Avec le temps, les organes en souffrent et lis
s’endommagent21.
Les trois caractéristiques du tissu adipeux dysfonctionnel (production
dérégulée de molécules bio actives, infiltration de macrophages, capacité
insufflsante à accommoder les graisses) sont tous associées à la présence
d’adipocytes de grande taille. Ainsi, cette morphologie du tissu adipeux
(adipocytes volumineux et engorgés de lipides) est associée à une gamme
j, I: — . . ._ . :..... I J’. ._I_ — — L ..I1 I’A ____ • .... I
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stimulation de l’activité du SNS, la stimulation de l’activité du RAAS, la résistance
à l’insuline et hyper insulinémie, la lipotoxicité ainsi que par la production accrue
j ... —
_1_LX j. j _..__ j,:_.n__.. ...j.: 5
ue scress uXyutlI tc uC flIdIutuls u iriiisriiflistiOfl
23
2.2.5.3 Mécanismes par lesquels la taille augmentée des adipocytes
induit les cascades menant à l’hypertension associée à l’obésité: Comme
discuté, plusieurs études trouvent que la taille adipocytaire est reliée aux
changements pathologiques induisant le développement de I’HTA associée à
l’obésité5. Cependant, peu d’études tentent d’identifier les mécanismes par
lesquels l’augmentation de la taille adipocytaire vient à induire î- l’activation du
SNS (par l’hyperleptinémie et/ou hyper insulinémie), 2-l’activation de RAAS, 3- la
résistance à l’insuline/hyper insulinémie et 4- la production de radicaux libres et
de stress oxydatif. Malgré tout, quelques propositions sont avancées.
L’augmentation de la taille adipocytaire peut causer: 1- une altération de la
signalisation entre la matrice extra- et intra- cellulaire, 2- une redistribution du
cholestérol de la membrane plasmatique aux inclusions lipidiques intracellulaires
ou 3- une augmentation du flux des AG libres dans les adipocytes5.
2.2.5.3.1 Altérations de la signalisation entre la matrice extra- et
intra- cellulaire: Les molécules impliquées dans les interactions
« cellule-cellule » ou « cellule-matrice » sont des pivots importants dans la
régulation du processus de différentiation117. Par exemple, les I3-
intégrines sont des récepteurs de la matrice extracellulaire qui intègrent les
indices d’adhésion extracellulaire et les traduisent pour transmettre une
réponse intracellulaire fonctionnelle, les f31-intégrines stimulées activent les
voies moléculaires de MAPKs, ERKI et ERK2. Des études récentes
suggèrent qu’une augmentation de la taille des adipocytes induit des
changements dans la signalisation entre la matrice extra- et intra- cellulaire
via les 31-intégrines121. Les adipocytes volumineux montrent une
concentration élevée de î-intégrines accompagnée d’une concentration et
activité cytoplasmique accrues de ERKI et ERK2 (comparativement aux
cellules de taille plus petite)121. Ceci dit, notons que ERKJ et ERK2 ont été
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2.2.5.3.2 Redistribution du cholestérol: La taille adipocytaire peut
possiblement influencer l’expression génique via un mécanisme de
redistribution cellulaire du cholestérol5. L’hypertrophie change la
distribution cellulaire du cholestérol; celui-ci se retire de la membrane
plasmatique et s’implante plutôt dans les inclusions lipidiques
intracellulaires. La déplétion du cholestérol plasrnatique induite de façon
expérimentale est associée à des altérations d’expression génique telles
que l’induction des gènes de l’angiotensinogène et de cytokines
proinfiammatoires incluant le Tnf-a’31.
2.2.5.3.3 Augmentation du flux des acides gras libres:
Finalement, il a été démontré que la taille des adipocytes corrèle
positivement avec le flux des AG libres dans les adipocytes et qu’un taux
de relâche des AG augmenté induit de l’inflammation de manière
paracrine132. Dans un système de co-culture (adipocytes et macrophages),
les AG relâchés par les adipocytes accroissent la production de Tnf-Œ par
les macrophages avoisinants, ce qui stimule les marqueurs inflammatoires
tels que la protéine de chémoattraction des monocytes (MCP)-1 et l’lL-6
j:... _ 132
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cercle vicieux proinflammatoire132 amplifiant l’hyperleptinémi&33’ la
production de radicaux libres108 et la résistance à
rinsuiïne/hyperinsuiinémi& De plus, les changements proinfiammatoires
provoquent la conversion des pré-adipocytes en macrophages et
accroissent l’infiltration du tissu adipeux par les macrophages’35.
2.2.5.4 Dysfonction encourageant l’augmentation de la taille des
adipocytes: Le tissu adipeux composé d’adipocytes plus volumineux et
engorgés peut être le résultat d’un défaut de différenciation (capacité inadéquate
de former des nouveaux adipocytes) ou d’une capacité réduite d’oxyder les
graisses128
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2.2.5A.1 Défaut de différentiation: Des cascades complexes
d’événements transcriptionnelles et/ou non-transcriptionnelles régulent la
-— ,_ _.I: .i..5
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pluripotentes mésenchymales qui prolifèrent et se différencient en pré
adipocytes morphologiquement indifférenciés des fibroblastes. Les
préadipocytes migrent au site de i’adipogenèse où leur différentiation se
poursuit pour devenir des adipocytes matures5. Les cellules grossissent et
s’arrondissent au fur et à mesure que leur cytoplasme s’entasse
d’inclusions lipidiques qui se fusionnent pour ne former qu’une inclusion
centrale massive5. Les signaux moléculaires dirigeant les cellules souches
mésenchymales à entreprendre la voie de différentiation adipocytaire (et
non pas ceux des autres lignées: myocytaire, ostéocytaire ou
chondrocytaire) restent pour la plupart inconnus.
Des études suggèrent que la modulation du système signal Rho
...5
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voies de signalisation impliquées dans l’organisation du cytosquelette.
L’activation in vitro de la kinase-Rho par Rho inhibe l’adipogenèse mais
induit la myogenèse; l’activation de la kinase est même requise pour la
myogénèse136. Les processus de prolifération et de différentiation des
préadipocytes en adipocytes matures impliquent une période mitotique
d’expansion clonale, suivie d’un arrêt de croissance.
L’expansion mitotique clonale peut être nécessaire au déroulement
de l’ADN, ce qui permet aux facteurs de transcription d’avoir accès aux
éléments de réponses géniques contrôlant la différentiation5. Les intégrines
et les gènes adipocytaires (C précoces)> (C/ebp-3 et —3) régulent les
activités transcriptionnelles du Ppar-y et du C/ebp-Œ qui sont les gènes
maîtres de la différenciation adipocytaire ainsi que la lipogenèse137. Des
défectuosités dans ces cascades géniques entravent la formation de
nouveaux adipocytes même en présence d’un excès énergétique
persistant. Ainsi, 1CS adipocytes déjà en place accumulent massivement les
lipides et s’engorgent provoquant: 1- les dérégulations des molécules bio
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actives, 2- l’infiltration de macrophages5. Si l’hypertrophie des adipocytes
préexistants s’avère insuffisante, l’accumulation ectopique de lipides
s’ensuit. Les muscles et le foie sont les premiers tissus à entamer la tâche
adipocytaire5. Collectivement, ces phénomènes mènent aux conséquences
cliniques adverses discutées plus haut.
2.25.4.2 Capacité réduite d’oxyder les lipides : L’augmentation
de la taille des adipocytes peut aussi être le résultat d’une capacité réduite
d’oxyder les lipides5. ii est démontré que i’inhIbtIon de l’oxydation des
graisses chez les rongeurs accroît le contenu lipidique intracellulaire138.
Chez les humains, une capacité basse d’oxyder les lipides est associée à
l’obésit&39; c’est même un indicateur prédictif du gain corporel140.
Les mitochondries sont responsables de l’oxydation des AG. De ce
fait, il est montré que l’exposition à une diète élevée en gras (HFD)
provoque de la biogenèse rnitochondriaie dans le tissu adipeux blanc de
rongeurs qui permet la dissipation d’énergie excessive sous forme de
chaleur, une propriété normalement attribuée au tissu adipeux brun’41.
Plusieurs voies métaboliques sont impliquées dans ce processus de
transdifférentiation. Chez les souris transgéniques, la surexpression de
Ppar-6, un facteur de transcription nucléaire activé par les AG, induit les
gènes impliqués dans l’oxydation et la dissipation énergétique’42. Ces
souris sont protégées de l’obésité induite par la diète et de l’accumulation
lipidique ectopique. De plus, la taille de leurs adipocytes est
significativement moins grande que celle des souris contrôles puisque leur
niveau de catabolisme lipidique est augmenté’42. Des études montrent que
l’activation pharmacologique des voies cAMP et de Ppar-y stimule la
biogenèse mitochondriale et l’oxydation des AG dans les adipocytes
humains’43.
Ainsi, une source croissante de données suggèrent qu’une
morphologie spécifique du tissu adipeux (adipocytes volumineux et
engorgés de lipides) est centrale dans le développement de désordres
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métaboliques et cardiovasculaïres associés à l’obésité comme I’HTA5. Le
discernement des voies moléculaires qui conduisent les adipocytes vers
cette morphologie peut aider au développement de stratégies préventives
et/ou de traitements correctifs de la morbidité et de la mortalité reliées à
l’obésité.
2.3 Conséquences délétères de l’hypertension associée à
l’obésité sur des organes cibles
Plusieurs organes sont endommagés par les dynamiques physiologiques
enclenchées par l’HTA associée à I ‘obésité. Les dommages encourus par les
divers organes amplifient et favorisent le développement d’HTA. Les personnes
affectées montrent, entre autres, des cardiopathies, une rigidité artérielle et des
perturbations rénales chroniques.
2.3.2 Cardiopathies
L’obésité est associée à des altérations hémodynamiques11’ 144, 145 Le
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2.3.1.1 Dysfonction diastolique: La pression élevée de remplissage
cardiaque ainsi que l’expansion du volume sanguin augmentent la rigidité
ventriculaire; ils sont des stimuli importants de remodelage ventriculaire147. Tôt
dans la progression de l’obésité, une dysfonction diastolique altère la dynamique
de remplissage et de relaxation ventriculaire147.
2.3.1.2 Dysfonction systolique: La dimension et la fonction du ventricule
gauche sont possiblement directement affectées par une obésité prolongé&45’ 148•
Initialement la dilatation du ventricule crée un avantage mécanique (aidant à
maintenir le volume de contraction et le DC)56. Par contre, éventuellement, le
changement de volume de la cavité ventriculaire cause: 1- des stress
mécaniques à la paroi musculaire du coeur, 2- une augmentation de la demande
2$
d’oxygénation (risque d’ischémie cardiaque) et 3- une réduction de la
performance ventriculaire56. La dysfonction systolique s’installe graduellement.
Mise ensemble, la dysfonction diastolique et systolique mènent à une
hypertrophie excentrique et concentrique qui réduisent la taille de la cavité
ventriculaire et la compliance du ventricule18. En fait, l’hypertrophie ventriculaire
est augmentée de façon synergique par I’HTA et l’obésité ce qui mène à un
risque élevé d’insuffisance cardiaque149. De plus, l’obésité augmente le dépôt
intramyocellulaire de triglycerides150’ provoquant un grand taux d’apoptose
médié par les céramides et/ou les radicaux libre&52. Les myocytes endommagés
et apoptotiques du coeur sont graduellement remplacés par le dépôt de tissus
fibreux moins élastiques et moins adaptés à la fonction cardiaque153.
Ainsi, par tous ces mécanismes, l’obésité est associée à une dysfonction
cardiaque et une hypertrophie ventriculaire menant à de l’ischémie cardiaque
et/ou une insuffisance cardiaque chronique.
2.3.2 Perturbations rénales
L’obésité et l’HTA favorisent des altérations hémodynamiques dans le rein
qui perturbent son fonctionnement. La hausse de réabsorption sodique associée
à l’obésité mène à l’expansion du volume extracellulaire ce qui peut mener à
l’hyper perfusion et/ou l’hyper filtration rénale154. En fait, des études de micro
ponctures trouvent de l’hypertension glomérulaire et de l’hyper flitration dans des
modèles animaux affectés d’endommagements rénaux associés à l’obésité154. Il
est pensé que ce profil hémodynamique rénal (hyper filtration et hypertension
glomérulai re) soit un facteur pathogénque qui rend le rein susceptible à la perte
progressive de fonction1. L’endommagement des capillaires glomérulaires
associé à l’albuminerie155 mène à une détérioration de la structure rénale
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31 Recherche des composantes génétiques déterminant
l’hypertension associée à l’obésité: Études effectuées chez les
humains et les animaux
L’obésité et i’HTA se co-transmettent dans certaines familles, signifiant que
leur transmission est au moins en partie génétique. Le syndrome métabolique a
une composante génique importante qui détermine le risque morbide de chacun3.
Évidemment, des gènes pléiotropiques peuvent être la source des phénotypes
conglomérés d’adiposité, de tolérance au glucose, de métabolisme lipidique et de
PA. Par contre, les cascades géniques responsables de la collection de
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dérégulations peuvent aussi être induites par plusieurs gènes physiquement
rapprochés et donc transmis en bloc de génération en génération3.
Plusieurs études tentent d’identifier les gènes impliqués dans i’obésté
associée à I’HTA. Les analyses génétiques suggèrent que des gènes déterminant
l’obésité peuvent contribuer au développement de I’HTA associée à l’obésité156
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récepteur /33-adrénergique, la sous-unité /33 de la protéine G (GNB3) et le Tnf-a.
3.1.1 Études de gène candidat, récepteur 3-adrénergïque: Ce
récepteur régule la lipolyse et la thermogenése stimulées par les catécholamines
4mo - - -
“. Une activité réduite du récepteur induit le développement de l’obésité
viscérale fortement associée aux désordres métaboliques et cardiovasculaires159.
Une étude finlandaise montre qu’une mutation du récepteur f33-adrénergique
(Trp64Arg) est reliée à l’obésité abdominale, à la résistance à l’insuline, au
développement précoce du diabète de type Il et à une pression diastolique
élevée160
3.1.2 Études de gène candidat, sous-unité 3 de la protéine G (GNB3):
Ce gène est aussi associé à l’obésité et I’HTA. Identifié dans des sujets
hypertendus, le changement nucléotidique (C825T)1664 peut 1- accroÎtre
l’activité du canal échangeur Na+/H+ et 2- augmenter les cascades de
signalisation de la protéine G161, soit deux phénomènes impliqués dans I’HTA et
i’adipogenèse respectivement165. De plus, i’aNèie 825T est associée à l’obéSité
chez les sujets hypertendus; cette association est plus forte que celle reliée à
I’HTA seulement166. Ainsi, le gène GNB3 peut être impliqué dans la pathogenèse
de i’HTA associée à l’obésité.
3.1.3 Études de gène candidat, Tnf-Œ: En plus de son rôle dans la
réponse immunitaire et la répression tumorale, le gène de Tnf-Œ, une cytokine
proinflammatoire, est impliqué dans le développement et l’expression
phénotypique de l’obésité et de I’HTA.
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Le Tnf-Œ, un facteur adipostatique, est induit par l’obésité croissante afin
d’en limiter la progression167. Cette hypothèse découle des maintes études qui
— - fQ . --
montrent que le I nI-Œ: 1- augmente avec loDesite ‘ et Z- exerce aes enets
anti-adipogéniques’70173 potentiellement induits par l’induction de la résistance à
l’insuline (chez les humains et les animaux)169’ 174176 En effet, des études de
liaisons et d’associations dénotent que le locus génique du Tnf-Œ est impliqué
dans la pathogenèse de l’obésité et/ou la résistance à l’insuline dans diverses
populations ethniques177’ 178 Le gène Tnf-Œ est aussi impliqué dans le
194 1791P.ii . .
aeveioppement ae ii-i i A’ Par exemple, des etuaes montrent que ie i ni
Œ stimule la production d’endothéline185’ 186 et d’angiotensinogène179’ 187
Ainsi, plusieurs études lient la région génique de Tnf-Œ avec: 1- l’obésité,
2- I’HTA associée à l’obésité et 3- la résistance à l’insuline associée à l’obésité177’
178, 188, 189 Une méta-analyse récente montre qu’une variation génique, G-308A,
du Tnf-Œ est associée à une augmentation de l’adiposité, de la PA et de la
résistance à l’insuline suggérant encore une fois que le Tnf-Œ est relié au
syndrome métabolique190.
Par contre, ces associations semblent exister plutôt chez les individus
- - 1obeses ou montrant un surplus de poids modêrê” “ “‘. Ainsi, nous lançons
l’hypothèse que la région génique du Tnf-a détermine l’adiposité, la sensibilité à
l’insuline et la PA particulièrement dans un environnement d’excès de graisse
corporelle.
32 Notre étude préalable effectuée chez l’humain: Rôle du Iocus
génique de Tnf-Œ dans l’hypertension associée à l’obésité
Par des études de liaisons et d’associations, nous montrons aussi que le
locus génique du Tnf-Œ, situé sur le chromosome 6 humain, impacte
significativement l’obésité et I’HTA associée à l’obésité189. En fait, l’étude de
liaison (analyse de pairs) sur des familles canadiennes de descendance française
montre un effet significatif du locus génique sur 3 mesures globales et 7 mesures
régionales d’adiposité. De plus, les tests de risques relatifs des haplotypes
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révèlent une association significative entre le locus génique du Tnf-Œ et l’obésité,
puis I’HTA associée à l’obésité189.
3.3 Notre étude préalable effectuée chez les animaux: Rôle du
locus génique de Tnf-Œ du rat dans l’hypertension associée à
l’obésité induite par la diète
Afin de poursuivre l’enquête sur cette interaction « gène-environnement »,
nous nous sommes retournés vers un modèle animal pour étudier la région du
chromosome 20 du rat (RN020) contenant le locus génique du Tnf-Œ, homologue
au iocus humain de Tnf-a. Les résultats démontrent que ce segment génique
détermine chez le rat l’augmentation de l’adiposité, de l’intolérance au glucose et
la PA en réponse à 12 semaines de diète HFD3.
3.3.1 Souches
Un segment du chromosome 20 du rat (RNO2O) provenant de la souche
normotendue Brown Norway (BN.Lx191), a été transféré sur le fond génétique de
la souche de rat spontanément hypertendu (SHR), créant alors la souche
congénique SHR.1N3. Les SHR.1N diffèrent génétiquement des SHR que par le
segment différentiel du chromosome 20 (RNQ2O) originaire des rats EN (Figure
1.2).
3.3.2 Segment différentiel du chromosome 20
Le chromosome 20 du rat (RNO2O) est au total 55 Mb en longueur et
contient en tout 827 gènes (www.ncbi.nim.nih.qov/mapviewistatic/ratsearch.html). Le
segment différentiel couvre approximativement 21 Mb télomérique du
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localisés dans le complexe RTI c.-à-d. le complexe majeur d’histocompatibilité du
rat. Seulement 9 Mb du segment s’avèrent homologues à la région génique
humaine du Tnf-Œ impliquée dans le développement des désordres associés à
l’obésité. Cet intervalle plus restreint contient environ 430 gènes dont le complexe
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Figure 3.1 Segment chromosomique différentiel entre les souches
congéniques SHR et SHR.IN — Le transfert d’un segment du chromosome 20
(RNO2O) de la souche de rats normotendus Brown Norway (BN.Lx191) sur le fond
génétique des SHR crée les SHR.1 N, une souche congénique. Le segment
différentiel contenant la région génique du Tnf-Œ est la seule variante génique
entre les souches. La longueur du RNO2O est de 55 Mb. Le segment différentiel
fait 21 Mb et contient environ 536 gènes
(www. ncbi. nim. nih .qov/mapview/static/ratsearch. html).
3.3.3 Résultats de l’étude
Maintenues sur une diète normale, les deux souches montrent les mêmes
profils phénotypiques soit: une prise de poids, une tolérance au glucose et une
PA similaires3. Par contre, leurs profils phénotypiques divergent suite à
l’exposition à la diète HFD. La souche SHR.1N montre une plus grande
augmentation de poids corporel, d’intolérance au glucose et de PA que la souche
SHR3. Ainsi, le segment transféré (contenant la région du gène Tnf-a du rat)
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détermine aussi l’impact de la diète HFD sur le degré d’adiposité, la tolérance au
glucose et la PA3.
Puisque les différences phénotypiques observées dans ce modèle sont
induites seulement suite à la diète HFD et que l’excès de graisse corporelle a été
maintes fois associé à la pathogenèse de I’HTA et du syndrome métabolique,
nous posons l’hypothèse que les dérégulations causées par l’expansion de la
masse adipeuse est la source des cascades pathophysiologiques.
De plus, puisque la seule différence entre les souches est le segment
chromosomique différentiel, le segment devient l’origine génique des
dérégulations. Ainsi, un ou des gènes contenufs) dans le segment différentiel est
(sont) responsabte(s) de l’enclenchement des mécanismes pathologiques.
Quelques gènes peuvent être considérés comme candidats mais deux d’entre
eux semblent plus plausibles soit: le Tnf-Œ et le Ppar-& La localisation des 2
gènes candidats principaux est très rapprochée sur le chromosome; séparée par
seulement 2,8 Mb.
3.3.4 Gène candidats : Tnf-Œ et Ppar-ô
3.3.4.1 Tnf-Œ et son implication dans l’hypertension associée à
l’obésïté: Le Tnf-Œ est une protéine transmembranaire qui s’active suite à sa
relâche par clivage enzymatique. Une fois relâché, il agit sur les récepteurs Tnf de
type-l ou -Il exprimés par les adipocytes sous forme transmembranaire ou
soluble114. Dans le tissu adipeux, le Tnf-Œ est exprimé par les ceHuies adipeuses
et stromovasculaires1’6. Son expression est plus élevée dans le tissu adipeux
sous-cutané que viscéral116.
Comme discuté dans la section 3.1.3, plusieurs études montrent que le
Tnf-a est impliqué dans la pathogenèse de l’obésité et la résistance à l’insuline
ainsi que dans celle de l’obésité et I’HTA associée à l’obésité 168, 177, 178, 189, 192,
-
S.Lexpresslon tissuiaire ae I nt-cL augmente avec Iobesite; en tait, eue correie
positivement avec l’adiposité et la résistance insulinique40’ 168, 192, 193 Malgré une
concentration circulante basse (comparativement à la concentration locale
tissulaire), les taux plasmatiques de Tnf-a semblent aussi corréler positivement
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avec l’obésité et la résistance insulinique40. L’exposition chronique au Tnf-Œ induit
une résistance à l’insuline in vitro et in vivo192.
Plusieurs mécanismes peuvent expliquer les effets métaboliques du Tnf-u.
Dans le tissu adipeux, il agit en : 1- inhibant les gènes impliqués dans la capture
et l’emmagasinage des AG et du glucose, 2- réprimant les gènes de facteurs de
transcription impliqués dans i’adipogenèse et la lipogenèse et 3- changeant
l’expression de plusieurs facteurs sécrétés par les adipocytes tels que la leptine,
l’adiponectine et l’lL-61’4’ 168, 174, 175, 192-197 Dans le foie, le Tnf-a agit: 1- en
réprimant l’expression de gènes impliqués dans la capture et le métabolisme du
glucose, 2- en réprimant des gènes impliqués dans l’oxydation des AG, 3- en
augmentant l’expression de gènes impliqués dans la synthèse de novo du
cholestérol et des AG114 . Aussi, le Tnf-Œ interfère directement et indirectement
avec les cascades de signalisation de l’insuline192’ 193•
Par contre, il reste à déterminer si les effets multiples du Tnf-Œ sur les
divers processus métaboliques sont dus à une contribution endocrine directe ou
bien à une contribution autocrine/paracrine indirecte telle que la régulation du
métabolisme des AG et des autres hormones dérivées du tissus adipeux114.
3.3.42 Ppar- et son implication possible dans l’hypertension
associée à l’obésité: Le facteur de transcription nucléaire Ppar- est exprimé de
façon ubiquitaire198’ 199, mais son expression est plus élevée dans les tissus qui
métabolisent activement les lipides (tissu adipeux, petit intestin, coeur, muscle)200.
Le Ppar-6 est un de 3 isoformes (Œ, , ‘y) de récepteurs Ppar199’ 201; il est activé
par les AG libres de longue chaîne et les prostacyclines20. Il doit
s’hétérodimériser avec le récepteur 9-cis rétinoïque (RXR)-13 pour lier les
éléments de réponses spécifiques au Ppar (PPRE) trouvés dans les promoteurs
de gènes impliqués dans la capture, le métabolisme et la dépense des lipides199’
201 Le Ppar- joue un rôle central dans le catabolisme des AG dans plusieurs
tissus (coeur, muscle, tissu adipeux)201 par la régulation d’un large spectre de
gènes impliqués dans le transport des AG, la 3-oxydation et la respiration
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mitochondriale202. Il contrôle la prolifération des pré adipocytes et les étapes
précoces de l’adipogenèse par l’induction du Ppar-y201.
Récemment, des chercheurs ont complété une analyse génomique
identifiant les gènes qui possèdent des PPREs. Les PPREs sont présents dans
plusieurs systèmes géniques, soit dans les gènes contrôlant le métabolisme des
AG, la B-oxydation, le développement musculaire, la différentiation cellulaire, les
protéines signaux du système WNT ainsi que ceux du système Frizzled et dans
d’autres203.
Les Wnts sont des protéines sécrétées (paracrine et autocrine) qui régulent
entre autres le déclenchement de l’adipogénèse204. L’activation de Wnt maintient
les préadipocytes dans un état indifférencié par l’inhibition des facteurs de
transcription C/ebp-Œ et Ppar-y204. In vitro, l’interruption du système Wnt cause la
transdifférentiation des myoblastes en adipocytes204. Le système signal Wnt agit à
travers d’autres systèmes signaux tels que Frizzled et/ou Rho qui ont aussi été
imphqués dans le remodelage cytosquelettique et, comme mentionné ci-haut,
dans la régulation du point tournant entre l’adipogenèse et la myogenèse136.
Le groupe de Wang et al. a décrit un modèle de souris transgénique qui
surexprime une protéine de fusion VP16-Ppar- (forme de Ppar- activé
constitutionnellement; activation indépendante au ligand) spécifiquement dans le
tissu adipeux142. L’expression de cette protéine induit les gènes impliqués dans le
catabolisme des AG et du découplage énergétique dans leS adipocyles, ce qui
baisse le niveau d’adiposité de ces animaux et leur confère une résistance à
l’obésité induite par la diète142.
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CHAPITRE 4
4. But de l’étude
La littérature suggère 1- que le tissu adipeux fonctionne plutôt comme un
organe endocrinien, 2- que l’expansion de la masse adipeuse et l’augmentation
de la taille cellulaire changent le taux d’expression et/ou de sécrétion de plusieurs
molécules bioactives, et 3- que ces changements créent des perturbations
endocriniennes qui peuvent potentiellement déclencher des cascades
pathophysiologiques menant au développement de I’HTA associée à l’obésité5.
De plus, plusieurs études, effectuées chez les animaux et les humains, impliquent
la région chromosomale contenant le gène Tnf-Œ dans le développement de I’HTA
associée à l’obésité3’6
De cette collection d’informations, nous pensons que les souches
congéniques à l’étude développent une réponse différentielle à la diète HFD à
travers l’enclenchement de cascades géniques différentes originant de leurs
tissus adipeux. Cette étude vise donc à identifier les mécanismes géniques mis
en branle à la phase tardive du développement de l’obésité. Nous cherchons
aussi à identifier la/ou les variante(s) génique(s) contenue(s) dans le segment
différentiel qui vient (nent) à déclencher les cascades pathophysiologiques. Pour
ce faire, nous analysons, avec la technologie de biopuces, les profils d’expression
génique du tissu adipeux rétro péritonéal des deux souches de rats après 12
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Obesity ïs a leading cause of hypertension. Molecular signais released by
adipose tissue, such as leptin, have been implicated in this relationship. Our
previous studies suggest that a gene(s) wfthin the homologous region of human
chromosome 6 and rat chromosome 20 (RNO2O) piay(s) a role in the
pathogenesis of obesity and obesity-related hypertension. Here, we continued
searching for the gene in the rat rnodel.
Aduit spontaneously hypertensive rats (SHR) and its congenic strain
(SHR.IN), with a segment of RN020 transferred from the Brown Norway rat and
containing the homologous region, were subjected to a 12-week high-fat (HFD) or
normai diet. During that period, biood pressure was measured with telemetry. At
the end, seiected tissues and sera were collected for further analyses.
in response to HFD, body weight, fat-pad weight, serum teptin, and btood
pressure increased more in SHR.1N than in SHR. This was also the case for
adipocyte size. Close correlation between adipocyte size and serum leptin was
observed. Micro array proflhing carried out in adipose tissue (Affymetrix, 15,923
genes and ESTs) revealed a highly co-ordinated pattern of gene expression,
involving molecular pathways of lipogenesis, actin-cytoskeleton remodeiling and
fat burning anal favouring greater accumulation of intraceNular fat in SHR.1N than
in SHR.
Our results suggest that a gene(s) within the RNO2O segment regulates
diet-induced increases in adiposity anal biood pressure anal that this effect may be
mediated by its impact on molecular processes leading to increases in
intraceNular lipid accumulation and adipocyte size.
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5.2 INTRODUCTION
The environment created by modem industrialised societies, charactemised
by increased energy intake and decreased physical activity, has caused an
unprecedented risc in the prevaience of obesity and obesity-reiated disorders,
including hypertension49. The specific pathogenetic mechanisms linking obesity to
hypertension are flot very welI understood; recent research suggests that most of
these mechanïsms are related to the accumulation of ‘dysfunctional” fat
characterised by the presence of “large” Iipid-laden adipocytes. This is because
“large” rather than “small” adipocytes produce endocrine, paracrine, and autocrine
signais that can induce augmented actMty of the sympathetic nervous and renin
angiotensin-aldosterone systems, insulin resistance, and oxidative stress . These
changes, in turn, are thought to play e role in blood pressure augmentation in
individuals with obesity.
In response to energy surplus, adipose tissue accumulates fat by
increasing both the number and size of adipocytes; these processes involve
complex cascades of transcriptionai and non-transcriptional events that begin in
the prenatal period and continue throughout life. Adipocytes originate from
mesenchymal stem celis, which proliferate and differentiate into preadipocytes
(celis macroscopicaliy indistinguishabie from fibrobiasts) that, in turn, proliferate
and differentiate into mature adipocytes. During the latter step, the ceils become
larger and rounder as their actin-cytoskeleton network diminishes (up to 90%
decrease upon differentiation in 3T3-Lî adipocytes205), and their cytopiasm fiNs
with multiple lipid droplets that, ultimately, fuse ïnto e single large one. Alongside
this morphological change, the ceils alter the production of varjous molecular
L..I ....j _,..
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individuals5. For example, adipocytes produce leptin in proportion to their size120’
121 that, when released into the circulation, acts in the central nervous system
where it stimulates sympathetic outfiow to the kidneys and peripherai vasculature
206, 207 These effects, in tumn, are thought to contribute to blood pressure elevation
in overweight and obese individuals.
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Family-based studies have demonstrated that obesity co-segregates with
hypertension in families, supporting the view that the Iink between obesity and
L ._L i__... :_. ._.. —— ii.. j... .i 3.6. 189 lAI.. L ._iiypeiceniuii i, al. ltdt III pdlt, yflttlL.aily uctiiiiiiiu . vvt iict’ iiOwfl
previously with both linkage and association analyses that the human tumor
necrosis factor-Œ (Tnf-a) gene (or a gene in its close proximity) on chromosome 6
- . .. .
.. .
.is an important oeterminant or oesity and oDesity-associatea nypertension -.
The Tnf-Œ gene was chosen as a candidate gene of obesity-associated
hypertension, as this cytokine is involved in the regulation of adipocyte
differentiation, hpogenesis and insulin resistance 168, f74, 176, 195, 196, 208
Subsequently to the human study, we have demonstrated that a homologous
region in the rat, a region of chromosome 20 (RNO2O) containing the Tnf-Œ gene
(Figure 5.1), determines increases in adiposiiy, circuiating leptin leveis and biood
pressure in response to a chronic high-fat diet (HFD) (Figure 5.2) . In the present
study, we explored this gene-environment interaction further. Specifically, we
examïned the molecular mechanisms of the interaction by investigating ceilular
morphology and genome-wide gene-expression profiles of adipose tissue.
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Figure 5.1 Congenic strain (SHR.IN, also named IN) and ïts parental
strains, spontaneousiy hypertensïve rats CSHR) and normotensive Brown
Norway (BN.Lx) rats. The studied strains, SHR and SHR.1N, differ only by a
segment of chromosome 20 that was transferred from the EN rat (in grey) onto
the SHR background (in black) and that contains the Tnf-Œ gene.
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5.3 MATÉRIEL AND METHODS
5.3.1 AnimaIs
Spontaneousiy hypertensve rats (SHRIOIa) and a congenic straîn,
SHR.IN, were studied. SHR.1N is derived from SHR and normotensive Brown
Norway (BN) rats; it differs from SHR by a segment RNO2O that ÏS of the BN
origin and inciudes the Tnf-Œ gene 191
5.3.2 Experimental protocol
Sixteen-week-oid male SHR and SHR.1N rats were placed on a normal
_PI /I t.A A I It_ r.1%rs. ‘ A I_._II A rC, £ __J fstfl.’
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carbohydrates) or HFD (F3282, Bio-Serv; 5.3 KcaIIg; 15% protein, 60% fat and
25% carbohydrates) for 12 weeks (SHR/ND: n=11, SHR/HFD: n=15, SHR.1N/ND:
—
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to an addition 0f saturated and mono-unsaturated FAs; the amount of essential
FAs was similar. During the 12-week period, body weight and food consumption
was monitored weekiy. BiOod pressure was measured as described previousiy .
At the end cf the intervention, the animais were humaneiy kiiied after overnight
feeding between 8:00 and 12:00 a.m., and sera and seiected tissues were
collected and frozen in liquid nitrogen. Sera were used to measure circulating
ieveis 0f leptin and Tnf-Œ. Sections of retroperitoneal fat were used for histology
and gene/protein-expression analyses.
5.3.3 Adipose-tissue morphology analyses
Number cf cells in adipose tissue was assessed with a DNA-based method
assurning that each ceN has an identicai arnount cf DNA. The cd nurnber in a fat
pad was determined as tg of DNA per 100 mg of adipose tissue multiplied by the
weight of the fat pad. To assess the size of adipocytes, adipose tissue was fixed
in 3.7% formaidehyde, embedded in paraffin, siiced at 5 iim, and stained with
hematoxyiin-phioxin-safran. For each animal, a cross-sectionai celi area of
approximately 80 cells from 4 randomly seiected tissue suces was measured
44
using the Scion Image software (Beta 4.0.2 version, lOx magnification, Olympus
1X71 microscope).
5.3.4 Gene-expression analyses in adipose tissue
Gene-expression micro array profifing: Experimental design, sampling,
hybridisation, and data analysis and presentation were performed in compliance
with “Minimum Information About a Micro array Experiment” (MIAME) guidelines.
Total RNA was isolated with Trizoi Reagent (Invitrogen Canada Inc., Burlington,
ON). The quaiity of total RNA was evaiuated by the Agilent 2100 BioAnaiyzer
system (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA). RNA sampies from individual
animais were pooled within four experimental groups (IN/ND, IN/HFD, SHR/ND,
and SHR/HFD). These pooied samples were subjected to gene-expression
profiling with the Rat RAE-230a GeneChip Set containing 15,923 genes and
expressed sequence tags (ESTs, Affymetrix, Santa Clara, CA). The four sampies
were prepared for hybridisation according to the manufacture’s instructions. The
MicroArray Suite (Version 5, Affymetrix, Santa Clara, CA) software was used to
scale signal intensities across the gene chips to 150 fluorescence units and to
determine expression leveis for each gene on the chip. GeneSpring 6.0 was used
to normalise data per both “chip” (to the median 0f ail elements on each chip) and
“gene” (to the median of that gene on ail four chips). Oniy genes that were
II_..............Ll (..._.r r,t’. — •...._.I _J..i L. ...J.L... i.. TL. ... _ L....1jY-U.U3) weie iii..,iUutju Iii uiui aniyes. i ii yeflt wet tc*iC
for those demonstrating both a significant (1.8x) HFD-induced change within
each strain and an expression level 2.0 in at least one of the four experimental
conditions.
5.3.5 Protein-expression analyses
Immunoblofting: Total protein (1 00ig) extracted from the retroperitoneal
fat pads was subjected to eiectrophoresis (1 0%-acrylamide gel, 50V, 2h). The
primary antibody used was the mouse anti-a-sarcomeric actin (1:750; Sigma
Aldrich Co., St Louis, MC).
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Immunohistochemistry: Five-m icrometer si ices of deep-frozen
retroperitoneal fat (3 animaIs per experimental group) were immunostained with
mouse anti-Œ-sarcomeric-actin). Pictures were taken at iOx magnification with the
Oiympus 1X71 microscope.
Leptïn: Leptin serum concentrations were measured by radioimmunoassay
(Linco Research, inc., St. Charles, MC).
5.3.6 Statisticai analyses
The data were analysed by two-way ANOVA with Strain (SHR vs. SHR.IN)
and Diet (ND vs. HFD) as the main factors (SPSS for Windows, y 11.5); simple
main effects of Strain within each Diet group were assessed.
5.4 RESULTS
5.4.1 Adiposity, adipocyte size, circulatïng leptin and blood pressure
We have demonstrated previously that, in response to chronic HFD,
SHR. 1 N rats compared with SHR rats gained more body weight, their epididymal
fat pads became larger and circuiating levels cf ieptin and blood pressure
increased more (Figure 5.2) . iii the samne set of animais, we show here that
adipocyte size and adipose-tissue celi number increased in both strains, but the
increase in adipocyte size was greater in SHR.1N than in SHR, whereas the
increase in ceN number was simflar between the two strains (Figure 5.3).
Augmented production of leptin coupled with “selective leptin resistance” may
represent a pathogenetic Iink between obesity and hypertension 207 has been
suggested that the adipocyte production of leptin is an intrinsic property of
adipocyte size 120 Consistent with this proposai, adipocyte size correlated closeiy
with serum leptin levels in the current study (Figure 5.3), with the correlation being
hîghiy significant in SHR.1N fed HFD (expiaining 71°/o cf variance) and iess
significant in SHR rats fed HFD (explaining 38% of variance). Taken together,
these resuits suggest that the differential chromosomal segment of SHR.1N
contains a gene(s) that regulates adiposity in response to chronic HFD feeding
(as we reported previously)3, and that this effect is mediated mainiy by the
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gene(s) impact on adipocyte size. The later, in turn, may be an important
determinant cf leptin production and the regulation cf blood pressure in diet
induced obesity.












Strain x Diet: p0.O5
Figure 5.2 (A) Cumulative body-weight increments during a 12-week dietary
intervention and (B) 12-hour averages cf day [D] and night [N] systoiic bicod
pressure measured by radio-telemetry for at least three consecutive days prier to,
in middle and at the end cf the intervention. Data are shown as mean ± SEM. This
figure is modified from Hypertension 41: 1047-1055, 2003.
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Figure 5.3 (A) Weight of epididymal fat pads, (B) adipocyte size, (C) adipose-
tissue celi number, and (D and E) correiation between circuiating ieptin and
adipocyte size in SHR and SHR.IN [INJ fed either a high-fat diet (HFD) or
normai diet (ND). Figure A is modifled frorn Hypertension 41: 1047-1055,
2003.
5.4.2 Adipose tissue gene-expression profiling
To identify genes and molecular pathways regulating adipocyte size
(intraceNular fat accumulation) in response to chronic HFD, we carried out a
genome-wide gene-expression profiling (15,923 genes and ESTs) in adipose
tissue (retroperitoneal fat). The resuits showed that HFD significantly (1.8x)
downregulated 150 and 164 genes/ESTs and upreguiated 39 and 53 genes/ESTs
in SHR and SHR.1N, respectively. Most, but flot ail, these changes were similar
between the two strains and demonstrated a highly co-ordinated pattern, i.e.
multiple genes frorn the sanie rnolecuiar pathways and systems exhibited very
similar expression in the four strain and diet groups (Figure 5.4 and Supplemental
Table 1 in Annexe section). The pathways influenced by HFD included those
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regulating lipogenesis, actin-cytoskeleton, FA catabolism, energy dissipation, and
glycerol release. Three main types of gene-expression response to HFD were
observed: A) downregulation in bath strains, B) upreguiation in both strains, and
C) strain-opposite response. The flrst twa subsets were further divided into three
categories: fa) genes up- or downregulated similariy in SHR and SHR.1N, (b)
genes up- or downreguiated iess (i.8x) in SHR than in SHR.1N, and (c) genes
up- or downregulated more (1 .8x) in SHR than in SHR. IN (Figure 5.4).
5.4.2.1 The group 0f genes downregulated by HFD in both strains
included those controiling lipogenesis and actin-cytoskeleton structure and
function. The ilpogenic genes were downreguiated either simiiarly in the two
strains or significantly more (1.8x) in SHR.1N than in SHR. The cytoskeleton
genes, in contrast, were alt downregulated significantiy more in SHR than in
SHR.1N (Figure 5.4A). For lipogenic and actin-cytoskeieton genes, the strain
differences at the end 0f the I 2-week dietary intervention were not observed in
HFD-fed but in ND-fed animais. In the latter group, the expression of lipogenic
genes was higher and the expression of actin-cytoskeieton genes was iower in
SHR.1N than in SHR (Figure 5.4A). These results suggest that chronic HFD
downregulates lipogenesis and actin-cytosketeton. They also suggest that, prior to
these downreguiations, adipocytes of SHR. I N compared to those of SHR couid
exhibit a greater lipogenic capacity and smaller amount cf actin-cytoskeleton, and
that these features could contribute to a greater adipocyte size in SHR. 1 N than in
SHR observed in HFD-fed animais at the end of the 12-week dietary intervention
(Figure 5.3B). We hypothesise that reduced actin-cytoskeleton mass may
represent diminished “mechanical” resistance to intracellular accumulation 0f fat in
adipocytes; it may also lead to an increased giyceroi supply for triglyceride
synthesis via its effects on glycolysis 209 The lack of a strain difference in
adipocyte size in ND-fed animais may reflect the fact that both tipogenesis and
actin-cytosketeton can oniy pay a rote in the regulation 0f ïntracetlutar fat
accumulation and adipocyte size in the presence 0f energy surplus, i.e. in HFD
feU animais.
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In more detail, the group of lipogenic genes included those of enzymes
and transport proteins involved in the regulation of glycerol and FAs supply for
triglyceride synthess. These were proteins of glucose uptake, glycolysis,
intermediary metabolism, FA uptake and transport, FA synthesis, elongation and
desaturation and triglyceride synthesis (Figure 5.4A). The genes encoding actin
cytoskeleton proteins were those typicaNy expressed in striated muscle; these
included cytoskeleton-structure proteins forming thin and thick filaments and
cytoskeleton-function proteins involved in contraction, relaxation, and energy
supply. The expression 0f these genes may reflect the presence of adipocytes
with “myoid” features. Bath adipocytes and myocytes differentiate from a common
mesenchymal stem ceil, and such, their transcriptomes may overlap. lnterestingly,
results simiiar to ours have been reported recently in a micro array study of
adipose tissue from mice with diet-induced obesity 210. a 12-week HFD resulted in
a profound downregulation of a-actïn, myosin, troponin and other “myoid” genes
in white adipose tissue 210 To confirm our findings, we detected Œ-sarcomeric
actin by immunohistochemistry in adipocytes, with its protein expression being
similar ta that cf its mRNA, i.e. adipocytes of SHR rats fed ND showed higher
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further confirmed by quantitative immunoblotting (Figure 5.5E).
5.4.2.2 The genes signifïcantly upregulated by HFD in both SHR and
SHR.IN included those encoding proteins 0f fat catabolism (Figure 5.4B). The
strain differences were observed mainly in HFD-fed animais (in contrast ta genes
downregulated by HFD in bath strains). Some of the fat-catabolic genes were
upregulated similarly between SHR and SHR.1N, whereas others were
upreguiated more in SHR than in SHR.1N. The former group of genes inciuded
the adipose differentiation-related protein (Adrp) and FA-binding protein 3 (Fabp3)
genes. Adrp is a lipid droplet-associated protein that plays a role in the formation
...X LL_ ..i.... i._j. .j i.._. ...:_ 142 t r. _. j: ..L...... ii.._i ......i .L.:I:.......
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protects FAs in aqueous spaces and facilitates their transport across the cytosol
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to mitochondria and transcription factors 211, 212 Both Adrp and Fabp3 genes
showed HFD upregulation that was similar in SHR and SHR. I N (Figure 5.4B).
The genes cf Ïipïd catabolïsm that were upregulated more in SHR than in
SHRIN were those encoding enzymes cf FA oxidation, energy dissipation and
mitochondrial biogenesis (Figure 5.4B). These resuits are in agreement with
previous studies demonstrating that chronic HFD feeding in rodents prornotes
mitochondrial biogenesis in white adipose tissue, along with the capacity to
oxidise FAs and dissipate energy as heat 141 The present study shows a greater
upregulation 0f these FA-oxidising pathways in SHR than in SHR.IN suggesting
that these pathways may be involved in the development of smaller adipocytes in
this strain in response to chronic HFD (Figure 5.3B).
5.4.2.3 The genes with strain-opposite HFD-induced changes included
those encoding extracellular matrix, ceil membrane, cytoskeleton, and intracellular
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observed in expression cf the aquaporin 3 (Aqp3) gene (significantly upreguiated
in SHR and downregulated in SHR.1N) (Figure 5.4C). Aqp3 functions as a
plasma-membrane protein that transports glycerol and water 213 itS adipocyte
form (Aqp7) has been shown recently to play a role in cellular glycero! release
214 Its upregulation resulted in an augmented glycerol exit from adipocytes,
I.. £__ ...:_i. :J_. _.._LL_ :.. __i — __II j._ _:__ 214
UIdU giyiui uppIy ivi tiiyiyiiu syiItIlSl uiiu sflldIli uipuyt
Thus, if Aqp3 functions in s similar fashion, the upregulation cf Aqp3 observed
here would be consistent with its role in decreasing glycerol supply for triglyceride
synthesis and, hence, the deveiopment of smaiier adipocytes in SHR than in
SHR.1N in response to chronic HFD.
in summary, the micro array gene-expression analysis of adipose tissue
demonstrated a highiy co-ordinated response of severa moiecular pathways to
chronic HFD. The downregulated pathways showed strain-differences in ND-fed
animais (lipogenesis and cytoskeleton remodeiling), whereas the upregulated
I
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dissipation and glycerol release). Collectively, the observed strain differences in
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gene expression favoured augmented intracellular fat accumulation in SHR. 1 N
than in SHR, with the former ones being most likeiy involved at eariy stages
(before their HFD-induced downreguiation) and the latter ones at later stages of
the 12-week intervention (after their HFD-induced upregulation). Importantly, ail
these strain differences in gene expression impact on intraceilular fat
accumulation (and adipocyte size) oniy in positive energy balance and excess FA
intake. This is in agreement with the finding that adipocyte size did not differ
between SHR.IN and SHR in ND-fed animais but only in HFD-fed animais.
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A. Genes downregulated by HFD rn both sirains
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Figure 5.4 (A) Microarray gene-expression analysis: (A) genes downregulated by
a high-fat diet (HFD) in both strains, (B) genes upreguiated by HFD in boih
strains, (C) genes strain-differential HFD-regulation. For each functional cluster of
genes, normalised expression leveis of individuai genes (ieft) and their means ±
SEM (right) for each strain and diet group are shown. Please note that genes
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Figure 5.4 (5) Microarray gene-expression anaiysis: (A) genes downreguiated by
a high-fat diet (HFD) in both strains, (B) genes upregulated by HFD in both
r-+.; fC’\ -. j—; -ç ur - k • • ; -i i. •LI Qll i, iL..) .ZLI Qil 1’ï.31 I lI I ILIQI I Il L..11 UiQClJI 1. I )I QÇI I UI R.Li’rJi lai i.,lUti
genes, normalised expression levels of individual genes (left) and their means ±
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demonstrating significant HFD regulation and flot shown in this figure are Iisted in
Supp!ementa! Table 1.
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C. Genes with sÙain-differenhiaI HFD-induced regulation
I I
Figure 5.4 (C) Microarray gene-expression analysis: (A) genes downregulated by
s high-fat diet (HFD) in both strains, (B) genes upreguiated by HFD in both
strains, (C) genes strain-differential HFD-regulation. For each functional cluster of
genes, normaiised expression leveis of individuai genes (ieft) and their means ±
SEM (right) for each strain and diet group are shown. Please note that genes
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Figure 5.5 (A) Immunohistochemistry (lOx magnification) and (B) Western blot
analysïs of sarcomeric Œ-actin in adipose tissue. The latter was carried out in
samples pooied from three randomiy seiected animais per each sttain and diet
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We demonstrated previousiy that homologous regions of human
chromosome 6 and rat chromosome 20 harbour a gene (or genes) determining
the susceptibility to obesity and obesity-associated hypertension 189 In the rat
study, the chromosomai region regulated increases of adiposity, circutating teptin
levels and blood pressure in response to chronic HFD . Here, we extended these
findings by demonstrating that the increases in adiposity are due to an impact of
the gene(s) on adipocyte size. Consistently with this finding, we showed with
micro array gene-expression analysis that the chromosomal region regulates
physiological processes determining adipocyte size, Le. lipogenesis, actin
cytosk&eton rernodeliing, FA burning and, possibiy, glycerol release. Expression
profiles of genes regulating these processes favoured augmented intraceHular fat
accumulation in SHR.IN, compared with SHR, with lipogenesis and cytoskeleton
remodelling being most tikely invoived at early stages and FA burning and glycerol
release at later stages of the dietary intervention. These resuits are consistent
with a concept cf “genetic architecture of a dynamic complex trait”, with different
processes (reguiated by the same or different genes) being invoived at different
stages of the dynamic trait. In this case, the dynamic trait ïs the development of
obesity associated with increasing adipocyte size and blood pressure 215
The resutts of the present study are suggestive of the foHowing series of
cellular and molecular events. In response to continued energy surplus,
adipocytes increase in number and enlarge in size. The latter is accompanied by
cytoskeleton remodeHing during which actin microfilaments become extensively
depolymerised. In fully differentiated adipocytes, the only polymerised actin is the
cortical actin underlying the plasma membrane. Furthermore, as adipocytes
become “large”, their metabolic activity changes; the capacity for lipogenesis
decreases, whereas their ability to oxidise FAs and release glycerol increases 141,
214 Furthermore, these “large” lipid-laden adipocytes are characterïsed by
augmented production of bioactive molecules, such as leptin, that, in turn, can
elevate blood pressure in obese individuals. Accordingly, in the present study,
SHR.IN compared to SHR fed HFD demonstrated a greater increase in adipocyte
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sïze and gteater circulating levels of leptin with a close positive relationship
between them; they also showed a greater increase in blood pressure.
Augmented production of ieptin in obesity coupied with “seiective eptin
resistance” may represent a pathogenetic link between obesity and hypertension
207 Systemic administration cf leptin resuits in elevation of blood pressure in rats
216 •
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reduces appetite (decreased intake) and increases sympathetic outflow to
metabolically active tissues (increased expenditure). Obesity is normally
associated with eievated circulating ieves of leptin and leptin resistance to these
effects 64 Centrally acting leptin, however, also increases sympathetic outflow to
the kidneys and peripheral vasculature and these effects appear to be preserved
in obesity-associated hypertension and, as such, may provide a functional link
between increased adiposity due to an inctease in adipocyte size and elevated
blood pressure 206, 207
During adipocyte diffetentiation actin-cytoskeieton becomes extensively
depolymerised. Our micro array gene-expression analysis showed that mainly
“myoid” isoforms of actin-cytoskeleton were downregulated. Similar resuits have
been reported recentiy by another study peiiorming geriorne-wide gene
expression profiling in white adipose tissue of mice with diet-induced obesity 210
The expression of “myoid” cytoskeleton genes may reflect the presence of
adipocytes with “myoid” features. Both adipocytes and myocytes differentiate from
a common mesenchymal stem celi and, as such, their transcriptomes may overlap
217, 218 For example, it has been shown in vitro that myoblasts can
transdifferentiate into adipocytes in response to thiazolidinediones, FAs and over
expression of key adipogenic transcription factors CCAAT/enhancer binding
protein (Clebp) -f3, C/ebp-6, C/ebp-Œ, and Ppar-y 219-221 Furthermore, expression
cf the ‘myoid” genes has been Uemonstrated in other non-muscle tissues than in
the adipose tissue. Thus, it has been reported that the liver fat-storing ceils
(lipocytes) express smooth muscle Œ-actin, sarcomeric myosin heavy-chain and
.
.
.. . .aesmin wnen activatea aunng liver injury ana tnat tnis activation is assocatea
with the development of contractility of these ceNs 223 The functional relevance of
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“myoid” isoforms of actin-cytoskeleton being present in adipose tissue ïs flot
entirely clear at present. Actins and myosins are ubiquitous proteins that are
involved in diverse ceflular functions, such as ceN contractility, cefl motiiity, ceN
adhesion, ceH division, maintenance of celi shape 224 and glucose metabolism and
insulin resistance 209, 225 Actin-isoform modulation within the same tissue, for
example, is an important marker of adaptïve and/or pathologicai change 224 Thus,
given the current understanding, we hypothesise that reduced actin-cytoskeleton
mass may represent diminished “mechanical” resistance to intracellular
accumulation of fat in adipocytes; it may atso iead to an increased glycerol suppiy
for triglyceride synthesis via its effects on glycolysis 209 The fact that SHR feU ND
showed the highest expression of these proteins suggests that SHR compared
with SHR. 1 N adipocytes were initiafly more resistant to the accumulation cf fat
and that this contributed to a smatler adipocyte size in this strain observed at the
end cf the chronic HFD.
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diet-induced increases in adiposity and blood pressure and that this effect may be
mediated by its impact on molecular processes leading to increases in
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approximately 21-Mb long and contains 536 genes. The region homologous to
human chromosome 6 includes 430 genes. From these, 252 sequences are either
pseudo genes (n=109), oifactory receptor genes (n=60) or histocompatibiiity
genes (n=83) that are not likely to be involved in determining the above effects.
The remaining 178 genes include those with an unknown (n=32) and known
(ni46) function (Supplementai table 2). Among the latter ones, two genes,
namely, the Tnf-Œ and peroxisome proliferator-activated receptor (Ppar)- genes
have been previously implicated in the regulation of molecular and cellular
processes shown to be infiuenced by HFD in a strain-differential manner in our
micro array analysis. The Tnf-Œ gene encodes a pluripotent cytokine that inhibits
adipocyte differentiation and lïpogenesis by suppressing transcription of adipocyte
specific genes, such as Ppar-’y, FA synthase and Giut4 226 Tnf-Œ aiso inhibits
lipogenesis by downregulating adipose tissue lipoprotein-lipase activity by a post
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transiational effect 227, 228 In addition, Tnf-Œ plays a role in the early stages of
myogenesis and muscle regeneration 229, 230. it stimulates mRNA expression of
muscle-specific genes, such as the Œ-sarcomeric actin 223 The Ppar-6 gene
encodes a FA-activated nuclear transcription factor that can induce
transdifferentiation of myoblasts into adipocytes 231 and upregulation of FA
oxidation, glycerol release, and energy uncoupiing in adipose tissue 142
Consistent with these functions, out micro array gene-expression profiles suggest
that both the Tnf-Œ and Ppar- activities would be higher in SHR than in SHR.1N.
The Tnf-a-gene effect (decreased lipogenic capacity ana increased actin
cytoskeleton mass), however, would be present only at initial stages of the
intervention, before these pathways are downregulated, whereas the Ppar-6-gene
impact (increased FA oxidation, energy dissipation and glycerol release) wouid
take place mainly at later stages of the intervention when these pathways become
upregulated. Furthermore, expression of both these genes is known to be
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complex dynamic trait and identify its underlying genetic variants needs further
studies. These would involve the generation of congenic substrains with
progressiveiy smaNer differentiai chromosomai segments that wouid be subjected
to both short-term (initial stages) and long-term (later stages) dietary interventions
and in whom gene/protein expression profiles would be investigated in various
nutritionai states (fasted and feU).
In summary, the results of this study suggest that the RNO2O segment
regulates adipocyte size through its effects on ilpogenesis, actin-cytoskeleton, FA
burning and, possibiy, glycerol release. The larger size of adipocytes observed in
SHR. I N compared with SHR may represent the underlying mechanism of obesity
related hypertension in this experimental model, as “large” compared with “small”
adipocytes are thought to produce moiecular signais that rnay increase biood
pressure through their effect on, for example, the sympathetic nervous system.
Consistently, the larger size of adipocytes we observed in SHR. J N compared with
r’i ir ._......J ...:iL. L..I_. ._:_.. .i... I_..Lt_ I . .1.. — £ LL...
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sympathetic nervous system) and blood pressure. The identification of specific
genes underlying these effects requires additiona studies.
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SUPPLÉMENT: MATÉRIEL ET MÉTHODE I RÉSULTATS
CHAPITRE 6
6.1 Matériel et Méthode
6.1.1 Séquençage des gènes candidats: Tnf-Œ et Ppar-6
6.1.1.1 Tnf-Œ
6.1.1.2 Ppar-
6.1.2 Analyse d’expression génique/protéique
6.1 .2.1 Expression génique de Tnf-Œ et Ppar-6 par transcription
inverse et réaction de la polymérase en chaîne en temps
réel
6.1.2.2 Expression protéique de Tflf-Œ
6.1.2.3 Expression protéique de Ppar-
6.2 Résultats
6.2.1 Séquençage des gènes candidats: Tnf-Œ et Ppar-6
6.2.1.1 Tnf-Œ
6.2.1.2 Ppar-
6.2.2 Analyse de l’expression génique/protéique de Tnf-Œ et Ppar-3
6.2.2.1 Expression génique Tnf-Œ et Ppar-6
6.2.2.2 Expression protéique de Tnf-
6.2.2.3 Expression protéique de Ppar-6
6.1 Matériel et Méthode
6.1.1 Séquençage des gènes candidats: Tnf-Œ et Ppar-3
6.1.1.1. Tnf-a: Le gène Tnf-Œ, ainsi que 600 pb de la région promotrice ont
été séquencés et rapportés antérieurement par notre laboratoire3.
6.1.1.2 Ppar-6: Le gène candidat Ppar- n’était que partiellement séquencé
(à partir d’ADNc). Nous avons donc complété le séquençage des régions: 5’-
UTR, de i’exon 1, de i’exon 2, et 3’-UTR de i’exon 8 ainsi que les régions
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promotrices principales soit le lB et le lA. L’ADN génomique (lOOng) d’au moins
2 rats, choisis au hasard de chaque souche, a été utilisé pour l’amplification par
PCR (60°C, 35 cycles). Les amplicons sont séparés sur gel (agarose 2%), purifiés
et envoyés pour séquençage au Laboratoire d’analyse et de synthèse d’acides
nucléiques, Université Lavai, Québec et Service de séquençage du CHUM,
Université de Montréal.
6.1.2 Analyse d’expression géniquelprotéïque
6.1.2.1 Expression génique de Tnf-Œ et Ppar-6 par transcription
inverse et réaction de la polymérase en chaîne en temps réel: La transcription
inverse et la réaction de la polymérase en chaîne en temps réel (RT-PCR) est
employée pour mesurer l’expression génique des candidats. Les réactions de
L i..... .i1: — i t... __i”r• f% r...t’,, p.:i. !p%.._. I i .:,.j —rLr sont i5ii en UciiiSflt ‘.LUdHtI i et o ï Dt rteii rL.r. Isit tiyen mL, nhluemi,
Allemagne) dans le cycleur Rotor Gene 3000 (Corbett Research, Sydney,
Australie). L’efficacité de réaction est déterminée par des dilutions en série du
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en temps réel sont faits avec des échantillons d’animaux individuels.
6.1.2.2 Expression protéique de Tnf-a: La quantification protéique de
Tnf-Œ dans le sérum et le tissu adipeux est faite par ELISA à l’aide du BD OptElA
(BD Biosciences, Mississauga, ON).
6.1.2.3 Expression protéique de Ppar-6: L’analyse protéique de ce gène
est faite par la technique «Western». Un extrait total de protéines (lOOig)
provenant du tissu adipeux rétro péritonéal de 3 animaux (afin d’extraire assez de
protéines pour la détection) est soumis à une électrophorèse (gel d’acrylamide
10%, 50V, 2h). Trois échantillons par groupes expérimentaux (souches; diète)
sont mesurés. L’anticorps primaire utilisé est i’anti-Ppar- de lapin (1:750; ABR,
Affinity BioReagents, Golden, CO).
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6.2 Résultats:
6.2.1 Séquençage des gènes candidats: Tnf-Œ, Ppar-
6.2.1.1 Tnf-a: Les différences de séquences entre les SHR et les SHR.1N
pour le Tnf-Œ sont reportées dans un l’article Pausova, Z. et aL, 2OO3; 26
variations sont localisées.
6.2.1.2 Ppar-6: Le séquençage complété de Ppar-6 a révélé au total 9
variations entre ies souches (Figure 6.1 et 6.2). La position numérique rapportée
des mutations est en relation avec le site d’initiation de la transcription. On
trouve: 3 mutations dans la région promotrice principale (positions: -422, -117 et
—102), 3 dans la région de l’intron 2, possibiernent importante comme promoteur
secondaire (positions 35509, 35829 et 36005); 2 dans la région non-traduite de
l’exon 1 (position 11, 36) et une trouvée dans la région codante de l’exon 3
(position 51768) mais cette dernière est silencieuse et n’affecte pas la structure
protéique.
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62.2 Analyse de l’expression génïquelprotéique de Tnf-Œ et Ppar-&
6.2.2.1 Expression génique Tnf-Œ et Ppar-& L’analyse de i’ARNm des
gènes candidats par technique de biopuce (ARNm rassemblés par groupes
expérimentaux) ne révèle pas d’effet significatif ni de la diète, ni de la souche
(données non-présentées). Donc, une analyse par RT-PCR est faite sur des
échantillons provenant d’animal individuel; aucur effet de souche ou de diète
n’est détecté (données sur Tnf-Œ présentées dans Pausova,Z., et ai, 2OO3;
données sur Ppar-6 non-présentées).
6.2.2.2 Expression protéique de Tnf-Œ: Le niveau de Tnf-Œ dans le
sérum est significativement plus élevé dans les SHR comparativement au
SHR. IN mais ne montre pas d’effet de diète (Figure 6.3).
L’analyse protéique faite dans le tissu adipeux montre que l’expression
du Tnf-a n’est pas influencée par la souche, mais elle est régulée à la baisse par





Souche x Diète: p = n.s.
ANOVA bi-directionnelle:
Souche: p ns.
Diète: p < 00001
Souche x Diète: p = n.s.
Figure 6.3 Analyse de l’expression protéique de TNF-a par ELISA dans (A)
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6.2.2.3 Expression protéique de Ppar-6: Le Ppar-6 ne montre pas
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Figure 6.4 Analyse de l’expression (A) génique et (B) protéique de Ppar-
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Les travaux ici exposés continuent l’exploration du rôle du Iocus génique
de Tnf-Œ dans l’HTA associée à l’obésité induite par la diète. La région RNO2O du
rat détermine l’effet inducteur qu’a une exposition chronique de 12 semaines de
diète HFD sur l’augmentation de: J) l’adiposité, 2) du taux de leptine circulant et
3) de la PA3. Ces augmentations induites par la diète sont plus marquées chez
leS SHR. î N que les SHR et résultent d’interactions gène-environnement. Le locus
contient donc un ou plusieurs gène(s) capable(s) de provoquer des cascades
géniques qui peuvent aboutir aux désordres métaboliques et cardiovasculaires.
Cette étude renforce notre précédente avec des précisions mécanistes.
Nous déterminons que l’augmentation de l’adiposité découle de l’impact du
segment RNO2O sur la taille des adipocytes. Le segment différentiel régule
plusieurs processus physiologiques qui influencent la taille adipocytaire tels que
la lipogenèse, le remodelage du cytosquelette, la relâche du glycérol, l’oxydation
des AG et la dissipation d’énergie. Les gènes impliqués dans ces processus
.1 L:..... I:riionti i ii u i tyuldtIon uOui 00fr ir qu iuvui istf t UI I ..UI flUtutior t iipiuaque
intracellulaire plus grande chez les SHR.JN que les SHR.
7.1 Progressïon dynamique de l’adipogenèse différentielle entre
les souches
L’obésité induite par la diète est un désordre progressif dynamique qui
débute avec l’hypertrophie des adipocytes préexistants suivi d’une phase
d’expansion cellulaire pendant laquelle de nouvelles cellules adipeuses sont
recrutées pour assurer la gestion de la charge lipidique’18. Nos résultats
concordent avec le nouveau concept «d’architecture génique des caractéristiques
dynamiques complexes» où divers processus (régulés par un ou plusieurs gènes)
s’entremêlent dynamiquement à des stades temporels différents215. Il est possible
que les souches aient une progression dynamique différentielle. Par examnple, les
adipocytes des SHR.1N pourraient atteindre une taille cellulaire plus grande avant
que la phase d’expansion ne se mette en branle. Ainsi, la phase de transition
serait coordonnée plus efficacement chez les SHR.
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Un retard de la phase d’expansion peut être relié à une capacité réduite
d’enclencher le processus d’adipogenèse. Une étude montre que la taille
adipocytaire corrèle inversement avec l’expression des gène régulant
I’adipogenèse119. Les tissus adipeux composés d’adipocytes de grandes tailles
ont une capacité d’adipogenèse déficiente trahie par la faible expression: 1) des
gènes responsable de l’initiation du programme d’adipogenèse (système signal
Wnt: FZD-1, GSK3E3, f3-Catenine, LEF-1) et 2) des gènes de différentiation
terminal (adiponectine, aP-2)119. Ainsi, une déficience de différenciation précoce
pourrait expliquer du moins en partie 18 taille adipocytaire différentielle entre les
souches. Un enclenchement efficace du programme adipogénique chez les SHR
empêcherait l’engorgement démesuré de leurs adipocytes alors que la
coordination de ces processus adaptatifs serait plus déflciente chez les SHR.1 N,
encourageant l’hypertrophie adipocytaire afin d’accommoder la charge lipidique.
7.2 « Dysfonction » du tissu adipeux causée par une
hypertrophie adipocytaire différentielle entre les souches
Plusieurs études récentes suggèrent que le tissu adipeux composé
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caractéristiques « dysfonctionelles ». De plus, l’accumulation de ce type de tissu
est reliée à I’HTA associée à l’obésité5 et un excès de tissu adipeux
« dysfonctionnel » peut en devenir un indicateur de risque. En concordance, le
tissu adipeux des SHR.1N, comparativement aux SHR, montre plus de
caractéristiques morphologiques « dysfonctionnelles » (plus grande hypertrophie
adipocytaire). Donc, les SHR. 1 N seraient affligés des conséquences
pathophysiologiques découlant de l’hypertrophie des adipocytes soit: 1) des
changements métaboliques, 2) une production accrue de molécules bioactives et
3) un remodelage cytosquelettique.
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7.2.1 Changements métaboliques des adïpocytes
Les adipocytes volumineux montrent des changements métaboliques tels
que î- une capacité lipogénique diminuée et 2- une habileté augmentée d’oxyder
les AG et de relâcher le glycérol141’ 214 L’expression des gènes régulant
l’oxydation des AG et de la biogenèse mitochondriale est augmentée.
7.2.2 Production accrue de molécules bioactives
Comparativement aux petites cellules adipocytaires, les adipocytes de
grande taille produisent significativement plus de signaux endocrines, paracrines
et autocrines (ex. leptine, angiotensine) capables de stimuler l’activité du SNS, le
RAAS, la résistance à l’insuline associée à hyper insulinémie et le stress
oxydatif5; tous des signaux qui viennent à augmenter la PA des obèses. En
concordance, les SHR. IN exposés à la diète HFD (comparativement au SHR)
montrent une plus grande hypertrophie adipocytaire qui corrèle positivement avec
leur taux de leptine circulant. De plus, 1CS SHR.IN exposés à la diète HFD
(comparativement au SHR) montrent une augmentation plus grande de leur PA.
7.2.2.1 Production accrue de molécules bïoactives induite par
l’augmentation de la taille adipocytaïre, proposition mécaniste: Une étude
montre que ‘hypertrophie adipocytaire altère la distribution du cholestérol
membranaire131 où les adipocytes de large taille ont une concentration de
cholestérol membranaire relative réduite (comparativement aux cellules de petite
taille)131. Une déplétion de cholestérol membranaire provoque des changements
dans la signalisation cellulaire qui sont reliés à une résistance à l’insuline et une
activation du facteur de transcription SREBP-2. L’activation du facteur de
transcription SREBP-2 hausse la production adipocytaire de Tnf-a,
d’angiotensinogène, d’IL-6 et de synthase d’AG. Ainsi, nous pouvons vérifier si
les adipocytes de nos animaux montrent une déplétion différentielle entre les
souches de leur concentration de cholestérol rnernbranaire. Un tel mécanisme
peut relier, en partie, la taille adipocytaire aux phénotypes différentiels observés
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entre les souches. Ce mécanisme serait induit de façon précoce dans
l’intervention diététique étant relié à l’hypertrophie initiale.
7.2.2.2 Leptine: Par le principe de résistance sélective à la leptine, la
production accrue de cette molécule dans l’obésité peut s’avérer être le lien
pathologique entre l’obésité et I’HTA207. La résistance sélective à a leptine devra
être évaluée dans nos souches à l’étude pour déterminer si ce mécanisme fait
partie de la pathogenèse complexe dans notre modèle animal à l’étude.
7.2.3 Remodelage du cytosquelette
Lorsque les adipocytes se différencient et augmentent de taille, le
cytosquelette subit un remodelage exhaustif234 où 90% des micro filaments
d’actine se dépolymérisent205. Seule l’actine corticale sous-jacente à la membrane
plasmatique reste polymérisée dans les adipocytes matures234. D’après notre
analyse des profils d’expressions géniques, la diète HFD induit une régulation à la
baisse coordonnée de plusieurs gènes structuraux et enzymatiques typiquement
sarcomériques. La présence de tel système sarcomérique dans le tissu adipeux
commence tout juste à être rapportée. Des chercheurs analysant des profils
d’expression génique dans le tissu adipeux de souris rendues obèses par la
diète210’ 235 trouvent une baisse importante de l’expression d’un groupe de gènes
cytosquelettiques ou structuraux incluant la rnyosine et i’actine-Œi. Une analyse
protéomique de l’adipogenèse montre aussi une forte régulation à la baisse de
protéines cytosquelettiques telles que la tubuline, l’actine et la vimentine234. Ainsi,
l’expression de gènes cytosquelettiques de type sarcomérique dans notre étude
peut refléter la présence d’adipocytes ayant des caractéristiques contractiles.
Il est connue que les adipocytes et les myocytes se différencient à partir
d’un ancêtre mésenchymnai commun et que leur transcriptome peuvent
s’entrecouper217’ 218 La signification fonctionnelle de l’expression adipocytaire de
gènes structuraux de types myoïdes reste embrouillée. Ubiquitaires, les protéines
d’actines et de myosines sont impliquées dans plusieurs fonctions cellulaires
telles que la contractilité cellulaire, la motilité cellulaire, le déplacement
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intracellulaire de molécules/microsomes/vésicules/organelles, l’adhésion, la
division, et le maintient de la forme cellulaire224’ 236 ainsi que dans le métabolisme
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dans un même tissu peut être un marqueur important de changements adaptatifs
et/ou pathologiques224.
7.3 Liens proposés entre les protéines structurales et les
phénotypes dïfférentïels entre les souches
Ainsi, dans ce contexte, nous proposons des mécanismes qui
favoriseraient une accumulation lipidique plus grande chez les SHR.IN que chez
les SHR. Les changements d’expression de molécules structurales peuvent être
attribués soit à la fraction cellulaire non-adipocytaire ou adipocytaire du tissu
adipeux.
7.3.1 Changements de l’expression des molécules structurales attribués à la
fraction non-adipocytaire du tissu adipeux
Le tissu adipeux est composé principalement d’adipocytes mais aussi de
plusieurs autres types cellulaires incluant des cellules souches pluripotentes, des
préadipocytes, des cellules endothéliales, des fibroblastes et des macrophages.
7.3.1.1 Expression de molécules structurales myoïdes reflétant le
bassin de cellules pluripotentes mésenchymales: Les cellules pluripotentes
rnésenchymales sont capables de se différencier en adipocytes, en myoblastes,
en ostéoclastes ou en chondroblastes211. Dans les stages précoces de
différentiation, les lignés cellulaires mésenchymales peuvent transdifférencier
entre les divers types cellulaires231. En périphérie des adipocytes, H peut se
trouver un bassin de cellules pluripotentes à l’interface de différenciation
exprimant un large transcriptome qui entrecoupe celui des myoblastes. Ainsi, le
taux d’expression génique de molécules structurales « myoïdes » peut refléter ta
population cellulaire pluripotente mésenchymale présente dans le tissu adipeux.
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La présence de ces cellules peut à son tour refléter la capacité du tissu à
entreprendre une adipogenèse efficace au besoin.
La surcharge lipidique provoque les cellules gestantes à entreprendre la
voie de différenciation adipocytaire. Par conséquence, l’expression des molécules
cytosquelettiques myoïdes est abaissée puisque le transcriptome se rétrécit au
programme adipocytaire.
Dans notre étude, les animaux gardés sur la diète normale montrent
l’expression la plus forte des protéines cytosquelettiques mais la souche SHR. 1 N
(comparativement à la souche SHR) montre une plus faible expression qui peut
refléter un plus petit bassin de cellules pouvant être rapidement recrutées à se
différencier. Donc, les SHR.JN peuvent avoir, au départ, une capacité de
différenciation plus petite et accommodent moins facilement une charge lipidique
excessive par la différenciation. Cette hypothèse concorde avec une progression
dynamique de l’adipogenèse différentielle entre les souches où un défaut de
différenciation précoce chez les SHR.îN pousse leurs adipocytes vers
l’hypertrophie provoquant dans cette souche une émergence plus grande de tissu
adipeux dysfonctionnel.
Le tissu adipeux des deux souches exposées à la diète HFD exprime
moins de protéines structurales myoïdes (comparativement à la diète normale)
puisque les cellules pluripotentes ont déjà massivement entrepris la voie de
différenciation adipocytaire. Ainsi, à ce point de l’intervention diététique le bassin
de cellules pluripotentes présent dans leur tissu adipeux est réduit
comparativement aux animaux gardées sur la diète normale. Les animaux sur la
diète HFD ont une capacité adipogénique réduite mais elle est plus réduite chez
les SHR.1N ayant moins bien géré la charge lipidique au cours de la diète.
Toutefois, les cellules non-adipocytaires s’agglomèrent surtout dans la
fraction i16 Le marquage immunohistochimique de i’actine-Œi,
une protéine typiquement « myoîde », ne concorde pas de façon évidente avec la
périphérie vasculaire mais plutôt avec le pourtour des adipocytes. Ainsi, le réseau
d’actine cytosquelettique peut être exprimé corticalement par les adipocytes eux
mêmes; remettant en question l’implication des cellules non-adipocytaires dans le
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changement d’expression génique des protéines structurales de type myoïde. li
est important de déterminer par une autre technique (ex. digestion par
collagénase) quelle fraction cellulaire du tissu adipeux (adipocytaire ou
stromovasculaire) est responsable de la régulation à la baisse des protéines
cytosquelettiques.
7.3.2 Changements de l’expression des molécules structurales attribués à la
fraction adipocytaire du tissu adipeux
Nous proposons alternativement que les changements d’expression des
molécules structurales de type myoïde sont attribuables à la fraction adipocytaire
du tissu adipeux.
7.3.2.1 Dépolymérisation de protéines structurales facilitant
l’augmentation volumique des adipocytes: La dépolymérisation et la
régulation à la baisse des protéines structurales myoïdes peuvent faciliter
l’augmentation volumique des adipocytes en réponse à une charge lipidique.
L’exposition chronique à un surplus alimentaire pousse l’adipocyte à réduire sa
résistance « mécanique structurale » pour favoriser l’accumulation lipidique
intracellulaire.
Les animaux SHR.1N sur la diète normale expriment moins de protéines
structurales que les SHR sur la même diète. Ainsi, ayant moins de résistance
structurale à l’expansion cellulaire, les SHR.IN accommodent plus facilement la
charge graisseuse par l’augmentation de la taille de leurs adipocytes; ils
accumulent initialement plus rapidement les lipides. Les animaux SHR ont plus de
protéines structurales et plus de résistance initiale à l’expansion cellulaire. Cette
résistance peut être balancée par l’augmentation des mécanismes de dissipation
des graisses (observée chez les SHR) qui empêche la déposition ectopique de
graisses.
Ainsi, un mécanisme de ce type peut relier les changements d’expression
des molécules structurales avec la différence de taille des adipocytes entre les
souches. La présence d’un réseau moléculaire contractile sous-jacent à la
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membrane empêche l’expansion démesurée des adipocytes et les protège des
dérégulations associées à une grande taille adipocytaire.
7.3.2.2 Dépolymérisation de protéines structurales causant des
perturbations dans le métabolisme des adipocytes: L’hypertrophie et/ou
l’engorgement excessif des adipocytes cause une désorganisation du réseau
cortical cytosquelettique d’actine provoquant des perturbations métaboliques.
Plusieurs processus demandent des déplacements intracellulaires (ex.
rnicrosomes, vésicules, organelies, macromolécules) et nécessitent un
remodelage extensif du réseau cortical d’actine adipocytaire236. Par exemple, les
microsomes contenant la protéine Glut4, une protéine de transport du glucose,
subit des cycles de translocation importants (internalisation et fusion à la membre
cytoplasmique) qui requièrent un remodelage continu de l’actine corticale et la
formation de structures submembranaires236. La baisse d’expression des
protéines cytosquelettiques dans les adipocytes devenus hypertrophiés et
engorgés peut désorganiser le réseau cortical au point de rendre la cellule sujette
à des dérégulations et dysfonctions.
De plus, le réseau cytosquelettique est L’infrastructure de base requise
pour la micro compartimentalisation, un phénomène cellulaire important qui
rassemble dans un micro compartiment les enzymes d’un système particulier tel
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cytosquelettique peut donc affecter le métabolisme général des adipocytes.
7.4 Segment différentiel
Les trouvailles de nos études effectuées chez les animaux, celle-ci et la
précédente, sont que le segment RNO2O détermine l’augmentation de 1) la taille
des adipocytes, 2) le degré d’adiposité et 3) la PA. Toutes les perturbations se
trouvent plus marquées chez les SHR.1N que les SHR. Le segment détermine
l’augmentation de la taille adipocytaire via son effet sur la Hpogenèse, le
remodelage cytosquelettique, la relâche du glycérol, l’oxydation des AG et la
dissipation d’énergie.
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Les profils d’expression génique obtenus par les technologies de biopuces
suggèrent que le segment différentiel du chromosome des SHR.IN contient
un/des gènes capables d’inhiber la lipogenèse, de désintégrer le réseau d’actine
cytosquelettique ainsi que d’activer les voies moléculaires d’oxydation des AG
libres, de dissipation de chaleur et de relâche de glycérol en réponse à la diète
J I,-%
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7.5 Indices théoriques de l’implication des gènes candidats: Tnf
Œ et Ppar-
Les deux gènes candidats, soit le Tnf-Œ et le Ppar-, ont déjà été impliqués
dans la régulation des processus cellulaires identifiés par les profils d’expression
génique comme étant influencés par la diète HFD de façon différentielle entre les
souches.
7.5.1 Indices théorïques de I’implicatïon du Tnf-a
Le gène de Tnf-a encode une cytokine pluripotente qui inhibe fortement la
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difterenciation adipocytaire et la lipogenese’”’ . Ue gene a aussi ete implique
dans les stades précoces de la différenciation myogénique et de la régénération
musculaire229’ 230 Un événement inflammatoire dans le muscle attire au site des
macrophages qui facilitent la régénération musculaire via la phagocytose de
débris cellulaire et la relâche de facteurs solubles qui incitent la prolifération et la
différentiation cellulaire229. La production de Tnf-Œ par les myofibres corrèle avec
la régénérescence musculaire229 et récemment un rôle physiologique dans la
régénérescence a été attribuer au Tnf-Œ. Une hausse rapide de la synthèse du
Tnf-Œ par des myoblastes venant d’entreprendre la voie de différentiation myoïde
est critique pour l’expression de gène spécifiquement musculaire229.
7.5.1.1 Indices théoriques de l’implication du Tnf-Œ circulant:
7.5.1.1.1 Effet continu etlou tardif; effet lïpostatique généralisé:
La source principale de Tnf-Œ circulant sont les macrophages et monocytes
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perivasculaires. Le taux sérique plus élevé des SHR peut avoir un effet
continu sur le métabolisme lipidique par une plus grande suppression
généralisée de l’activité de la lipoprotéine lipase à travers l’intervention
diététique. Cet effet continu peut s’accumuler et se démarquer plus
tardivement dans la dynamique du développement de I’HTA associée à
U
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7.5.1.2 Indices théoriques de l’implication du Tnf-Œ local tissulaire:
7.5.1.2.1 Effet précoce; inhibition de I’adipogenèse: Les
SHR. I N, ayant moins de protéines structuraux au départ accommoderaient
facilement la charge lipidique par l’hypertrophie causant une redistribution
du cholestérol membranaire associée à une hausse d’expression du Tnf-Œ.
La hausse d’expression de Tnf-Œ inhibe l’adipogenèse; ainsi, les SHR.1N
pourraient avoir une capacité adipogénique initialement déficiente rendant
plus difficile la transition entre la phase hypertrophique et hyperpiasique.
Leurs adipocyles se trouveraient obligés de continuer à accommoder
l’excès lipidique par l’hypertrophie. Ainsi, le tissu adipeux en expansion des
SHR. 1 N développeraient les caractéristiques du tissu adipeux
dysforictiortnel reliées aux pathophysiologies de I’HTA associée à l’obésité.
Dans la dynamique complexe des événements moléculaires, cet effet
searit un effet précoce du Tnf-Œ.
7.5.1.2.2 Effet continu eUou tardif; régulation à la baisse des
gènes structuraux: La baisse d’expression du Tnf-a induite par la diète
(détectée localement dans le tissu adipeux) peut jouer un rôle dans la
régulation négative des gènes myoïdes structuraux. Cette régulation
pourrait être un événement moléculaire plus tardif dans la dynamique.
L’action différentielle du Tnf-Œ entre les souches pourrait accentuer la
divergence phénotypique des souches. Ainsi, les effets autocrines, paracrines et
endocrines précoces ou tardifs du Tnf-Œ sérique ou tissulaire pourraient être
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responsables de l’initiation et du maintient de tissu adipeux dysfonctionnel lié au
développement de I’HTA associée à l’obésité.
7.5.2 Indices théoriques de l’implication du Ppar-6
Le deuxième gène candidat important trouvé dans le segment différentiel
est le Ppar-, un facteur de transcription nucléaire activé par les AG, qui induit la
phase initiale de différenciation des adipocytes231 et l’oxydation des AG, la
relâche du glycérol et le découplage énergétique dans le tissu adipeux142.
7.5.2.1 Indices théoriques de l’implication du Ppar-6 dans le tissu
adipeux:
7.5.2.1.1 Effet précoce; induction de i’adipogenèse: Comme vu
dans l’article, le Tnf-Œ inhibe l’adipogenèse par son action sur des gènes
adipogéniques importants tel que le Ppar-y et Clebp-Œ. L’action
adipogénique du Ppar- sur la différenciation cellulaire passe aussi par ces
gènes. Ainsi, le résultat physiologique net sur l’adipogenèse dépend de
cascades dynamiques où les effets de Tnf-a et de Ppar-6 se
contrebalançent et interagissent. Ainsi, l’expression précoce du Tnf-Œ
suggérée chez les SHR.1N pourrait interagir négativement avec le
programme adipogénique du Ppar- alors que la souche SHR bénéficie
d’une capacité adipogénique initiale plus forte. Une transition vers
l’adipogenèse rapide pourrait protéger les cellules d’une hypertrophie
excessive au début de l’intervention diététique.
7.5.2.1.2 Effet continu eUou tardif; régulation à la baisse des
gènes structuraux: En fait, des études démontrent que l’activation du
Ppar- peut induite des phénomènes de transdifférenciation entre les
myoblastes et les adipocytes231 et donc le Ppar- peut diriger un
remodelage cytosquelettique de type myoïde possiblement à travers la
modulation des voies de signalisation de Wnt, Frizzled et Rho impliqués
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dans le remodelage cytosquelettique et la régulation de l’adipogenèse204’
234 Ainsi, les régulations différentielles du groupe de gènes
cytosquelettiques de type myoïde pourrait aussi découler d’une action de
Ppar-&
7.5.2.1.3 Effet continu et/ou tardif; induction des voies de
dissipation des graisses: Les événements moléculaires induits par le
Ppar-6 encourageant l’oxydation des AG, la relâche du glycérol et le
découplage énergétique dans le tissu adipeux142 pourraient survenir plus
tardivement. Les SHR montreraient une plus forte induction de ces voies et
accumuleraient moins de lipides intracellulaires. Ainsi, l’activation de Ppar
6 pourrait contribuer à la divergence phénotypique entre les souches par
l’activation différentielle entre la souche de ces systèmes de dissipation
énergétique.
7.5.2.2 Indices théoriques de l’implication du Ppar-6 dans le tissu
musculaire:
7.5.2.2.1 Effet continu et/ou tardif; induction des voies de
dissipation des graisses: De plus en plus d’études suggèrent que le
Ppar-6 régule le métabolisme des AG au niveau du muscle, un tissu
périphérique important198 200 Contribuant à 40% de la masse corporelle
totale, le muscle est un des tissus les plus demandant en terme de
métabolisme lipidique198. Une étude démontre que l’agoniste spécifique du
Ppar-6, soit le GW501516, régule directement ou indirectement dans les
cellules musculaires la cascade complète de gènes impliqués dans 1) la
capture par hydrolyse des TG, 2) la 3-oxydation des AG et 3) l’usage
préférentiel des lipides dans la dépense énergétique, 4) l’augmentation de
la dépense énergétique par thermogenèse’98.
Un model transgénique a été développé chez la souris où la
surexpression de Ppar-6 dans le muscle est contrôlé par une approche de
recombinaison Cre/Lox. Ces souris montrent une hausse de leur capacité
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oxydative et une net réduction de leur masse adipeuse corporelle238. La
surexpression de Ppar-6 dans le muscle cause un remodelage musculaire,
soit une hausse du nombre total de fibres oxydatives lentes, un phénotype
ressemblant à celui induit par l’exercice prolongé d’intensité moyenne238.
L’effet inducteur de fibres musculaires de type-l est même observé dans
des souris normales exposées aux agonistes spécifiques de Ppar-239.
L’activation de Ppar-6 chez les animaux cause une endurance accrue à
l’exercice, une résistance à l’obésité induite par la diète, un meilleur profil
métabolique et des adipocytes de plus petites taille due à une capacité
oxydative plus grande et cela même en absence d’exercice239’240
Il a été trouvé que Ppar- doit être activé pour diriger les
changements musculaires vers les fibres plus oxydatives239. Une étude
rapporte que la simple surexpression de Ppar-6 dans le muscle est
insuffisante pour induire le changement de fibres et la résistance à
l’obésité238. Ceci concorde avec notre modèle où la diète HFD est
nécessaire pour faire diverger les phénotypes des souches. Les AG que
fournit la diète HFD activeraient le Ppar- de façon différentielle entre les
souches.
Nous devons alors étudier le muscle du soléus, composé
principalement de fibres de type-l, pour déterminer si les souches montrent
une différence relative dans leur quantité de fibres musculaires de type-l
versus de type-II. Les muscles des SHR pourraient être composés d’une
plus grande quantité de fibres oxydatives que ceux des SHR.1N. Si cela
est le cas, la différence physiologique pourrait être causée par une
différence d’expression ou d’action de Ppar-& Nous pourrions aussi faire
subir des tests physiques aux souches pour déterminer si elles montrent
une endurance différentielle. Le tissu musculaire serait très intéressant à
étudier.
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7.5.2.3 Indices théoriques de l’implication du Ppar-6 dans des autres
tissus:
7.5.2.3.7 Effet continu et/ou tardif; effet de transdifférentiation
de cellules non-adipocytaires: Le Ppar- peut aussi moduler la
transdifférentiation de certaines cellules non-adipocytaires (fibroblastes,
myobiastes) en cellules apparentées aux adipocytes. H est le médiateur à
travers lequel les longues chaînes de AG inhibent la myogenèse des
myoblastes et activent leur transdifférentiation en cellules similaires aux
231 • ,.. — n t, — — — epreaaipocyies . L acuvauon oe Ppar-o innioe i expression du iacieur de
détermination myogénique (MyoD)-1 et l’a-actine, abolit le développement
de myotubes multi nucléés et induit l’expression de Ppar-y, le maître
régulateur de i’adipogenèse; l’activation séquentielle de Ppar- et ensuite
de Ppar-y est nécessaire231. La transdifférentiation cellulaire en adipocytes
a été récemment démontrée dans le coeur humain, et l’apparition ectopique
d’adipocytes serait plus fréquent que pensé originalement201. De plus, les
agonistes de Ppar- favorisent l’absorption et l’emmagasinage des lipides
dans les macrophages’98. L’activation de Ppar-6 chez les SHR. 1 N pourrait
provoquer pius de transdifférentiation. Leurs cellules non-adipocytaires
acq uéri reraient des caractéristiques ad i pocytai res accroîssant leur capacité
d’emmagasiner les graisses ectopiquement.
Ainsi, l’activation de Ppar-6 par la HFD (besoin d’emmagasinage lipidique
accru) peut être bénéfique dans une souche (ex. induction de la n-oxydation;
adipogenèse précoce) et piutôt destructive dans l’autre (induction de
transdifférentiation; régulation à la baisse de protéines structurales) tout
dépendant de la voie moléculaire induite et de la balance entre les facteurs de
transcription dans les différents tissus. Le Ppar-6 peut induire plusieurs
interactions moléculaires qui activent ou inhibent divers processus cellulaires
déterminant le développement (ou non) de l’HTA associée à l’obésité.
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7.6 Séquençage et analyse d’expression
géniquelprotéique: Preuves de l’ïmplication du Tnf-Œ et du Ppar
Iïmitées à ce stade
Au premier regard, nos résultats de séquençage et d’expression
génique/protéique ne supportent pas l’implication des gènes candidats dans notre
modèle. Parcontre, nos données globales provenant de l’analyse des profiles
d’expression génique suggèrent que l’activité des gènes Tnf-Œ et Ppar-6 puisse
être différentielle entre les souches. L’expression de ces gènes est dynamique et
temporelle. Il est possible qu’ils aient une régulation transitoire différentielle entre
les souches ou bien qu’ils aient une faible différence de régulation à travers
l’intervention diététique. Le séquençage et la quantification ici faits nous offrent
qu’une image limitée des processus cellulaires mis en branle par la diète HFD
surtout en considérant que la régulation de ces protéines est complexe227’ 232
Nous ne pouvons à ce stade ségréger les effets précoces des effets continus
et/ou tardifs des gènes.
7.6.1 Séquençage de Tnf-Œ et Ppar-6
Le séquençage de tous les exons et introns des deux gènes candidats
principaux identifie plusieurs variations géniques entre les souches. CeNes-ci
parsèment surtout les régions régulatrices et promotrices pouvant influencer
l’expression génique/protéique du Tnf-Œ et du Ppar-6.
7.6.2 Expression génique de Tnf-Œ et Ppar-6
Les données obtenues par la technique de biopuce (avec des échantillons
d’ARNm combinés par groupes expérimentaux) ne révèlent pas d’interaction
souche-diète significative (1,8X) pour les deux gènes candidats. Les PCR en
temps réel fait sur les ARNm, provenant d’animaux individuels, ne montrent pas
plus d’interaction souche-diète.
Ces données ne sont pas surprenantes considérant qu’il est difficile de
corréler un impact cellulaire défini aux changements d’expression génique de
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facteurs de transcription etlou de régulation. Leurs activités sont typiquement
régulées à plusieurs niveaux (transcriptionnel, post—transcriptionnel,
traductionnel, post-traductionnei). Par exemple, l’expression génique de Ppar-6
ne corrèle pas avec son expression protéique et varie grandement entre les
divers tissus; l’efficacité de traduction des transcrits de Ppar-6 est grandement
atténuée par le segment 5’UTR de i’ARNm241. Dans le muscle, le Ppar- subit une
régulation nutritionnelle mais ses niveaux d’ARNm ne changent pas dans le coeur
ou le tissu adipeux200. Ainsi, il devient important d’évaluer directement
l’expression protéique des gènes candidats.
7.6.3 Expression protéique de Tnf-Œ
7.6.3.1 Expression protéique de Tnf-Œ sérique: Normalement, le Tnf-Œ
sérique augmente avec le degré dobésit&68’ 169 mais cet effet n’est pas détecté
dans notre étude. Le Tnf-Œ sérique est plus élevé chez les SHR.1N que les SHR
mais ne montre pas d’effet de diète. La différence d’expression protéique entre
les souches du Tnf-Œ sérique peut favoriser un état de base iipostatique plus
important dans les SHR que les SHR.1N, menant à une accumulation
intracellulaire de lipides plus limitée dans la souche SHR.
7.6.3.2 Expression protéique de Tnf-a tissulaire: L’expression
protéique de Tnf-Œ, déterminée localement dans le tissu adipeux, montrent que
l’expression protéique de Tnf-Œ local diminue significativement avec l’exposition à
la diète HFD mais que son expression ne diffère pas entre les souches. Ces
résultats concordent avec les données d’expression génique de Tnf-a locale
recueillies aans notre etuae prealaDie. var contre, ia iitterature aecrit une nausse
d’expression de Tnf-a dans le tissu adipeux avec le développement de l’obésité.
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7.6.3.2.1 Hypothèse reliée à l’infiltration de macrophages
expliquant l’absence de hausse d’expression de Tnf-Œ tissulaire: Une
étude montre que la relâche de 90% des adipokines (Inf-Œ,IL-6,VEGF,
PAl-1) par le tissu adipeux, à l’exception de I’adiponectine et de la leptine,
est attribuable aux cellules non-adipeuses116. En fait, les macrophages qui
infiltrent le tissu adipeux sont une source majeure de ces facteurs
inflammatoires. L’examen histologique des tissus adipeux des animaux
rendus obèses par la diète HFD ne révèle pas la formation de couronnes
de macrophages entourant its adipocytes. Le phénomène d’infiltration du
tissu adipeux par les macrophages pourrait ne pas affecter les souches ici
à l’étude. Ceci expliquerait le manque d’augmentation tissulaire locale de
Tnf-Œ. Cependant, cette hypothèse doit être confirmée par des techniques
de marquages afin d’identifier la présence ou non de macrophages
infi Itrants.
Ceci dit, la baisse d’expression protéique du Tnf-Œ détectée à la fin de
l’intervention diététique n’exclut pas la possibilité que la protéine subisse une
hausse d’expression transitoire suite à l’hypertrophie initiale. Ainsi, l’hypothèse
décrite plus haut reste à ce point de l’étude encore potentiellement valide.
7.6.4 Expression protéique de Ppar-6
Due à des limites techniques, l’expression protéique de Ppar-6 a due être
évaluée par la technique d’immunodétection «Western », une technique à la base
quantitative. Parcontre, cette méthode ne semble pas optimale pour quantifier ce
facteur de transcription; il se peut que sa quantité cellulaire soit plutôt faible ou
qu’il soit difflciiement séparé des lipides. L’extraction de protéines à partir de tissu
adipeux est particulièrement inefficace puisque le procédé peut être gêné par la
haute composition lipidique de ce tissu.
idéalement, une détection quantitativement plus précise pourrait se faite
par la mise au point de la méthode ELISA. Plus sensible, cette technique pourrait
réduire l’erreur standard et révéler (si cela est le cas) des différences inter-
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souches statistiquement significatives. La quantité relative du Ppar-6 trouvée dans
la fraction nucléaire ou cytoplasmique pourrait aussi être déterminée; ce facteur
de transcription pourrait avoir une dynamique de transiocation nucléaire différente
entre les souches à travers les changements nutritionnelles.
7.6.5 Limites de l’analyse de l’expression génique/protéïque pour les gènes
de Tnf-Œ et Ppar-6
il est reconnu que des changements subtils d’expression de protéines de
récepteurs nucléaires mènent à des altérations des paramètres biochimiques
marquées242. Les différences phénotypiques observées entre les souches
(adiposité, tolérance au glucose, et PA) pourraient résulter d’effets cumulatifs de
petites différences d’expression des gènes difficilement détectables sans étude
longitudinale.
De plus, cette présente étude analyse l’expression gériique/protéique
seulement dans un état nutritionnel général de post-absorption. En effet, les rats
avaient libre accès à leur nourriture durant la nuit avant le sacrifice et ils sont des
animaux nocturnes. Le sacrifice est fait dans un état post-prandial afin d’assurer
un état physiologique optimal pour la quantification de la leptine. Cependant, il est
connu que l’expression protéique des gènes Tnf-Œ et Ppar-6 change selon l’état
.V)7)V)
.,. . . . . . -
nutritioner . i-’ar exemple, la proteine du Fpar-6 aevient plus exprimee dans
le muscle en état de jeûne alors que son expression diminue au taux basale lors
de la prise alimentaire200. Nos données d’expression protéique sont à date
recueillies seulement dans un état nutritionnel post prandial. il reste à vérifier si
l’expression protéique devient différentielle dans un état de jeûne.
Comme expliqué plus haut, il est très plausible que les souches montrent
une différence d’expression génique et/ou protéique dynamique et temporelle
selon l’état nutritionnel. Ainsi, des études longitudinales dans le temps devront
être faites pour suivre la dynamique de l’expression des deux gènes candidats à
travers le changement d’état nutritionnel. Pour venir à disséquer l’architecture
génique de notre modèle dynamique, il est important d’évaluer comment la
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génétique sous-jacente des souches influence la régulation des protéines qui est
induites par l’état nutritionnel.
ZJ Ouverture
Le segment différentiel du chromosome contient plusieurs gènes (Annexe:
tableau supplémentaire 2). Ainsi, d’autres gènes peuvent jouer un rôle dans le
développement de l’HTA associée à l’obésité dans notre modèle. Il faut surtout
considérer que des interactions de potentialisation ou de synergie peuvent
‘ —— .L__ ..‘— ...I_ I —- L ..L .....__L .i I_ — Jsurvnii tiittC ItS gen iiuuve un le eymeflc c itti ioule ii anhiiit ue
cascades moléculaires qui mènent aux physiopathologies observées telles que
l’augmentation prononcée de la taille adipocytaire, de l’adiposité, de l’intolérance
au glucose et de la PA. Ainsi, pour répondre à ces interrogations, des souches
congéniques, contenant un segment chromosomique différentiel plus restreint,
seront créées et étudiées. Ces animaux seront exposés au même type
d’intervention diététique mais de courte ou de longue durée afin d’éclaircir les




En conclusion, les résultats de la présente étude suggèrent que le segment
RNO2O régule la taille adipocytaire, potentiellement via ses effets sur la
lipogenèse, le cytosquelette U’actine, la relâche de glycérol, l’oxydation des AG et
la dissipation d’énergie. La taille adipocytaire plus grande observée dans les
SHR.1N comparativement aux SHR peut représenter un mécanisme sous-jacent
à I’HTA associée à l’obésité dans notre modèle expérimentai. Ceci est parce que
les adipocytes de grande taille plutôt que ceux de petite taille relâchent des
signaux moléculaires pouvant augmenter la PA à travers leurs effets sur
l’induction du SNS, du RAAS, de la résistance à i’insuline/hyper insulinérnie et
d’un état proinflammatoire/ prothrombique. En concordance, la taille adipocytaire
augmentée observée chez les SHR.JN comparativement au SHR est associée à
une élévation du taux de ieptine circulant (un activateur du SNS) et de la PA.
Deux gènes candidats soit le Tnf-Œ et le Ppar- sont suspectés de
provoquer la régulation différentielle entre les souches des processus cellulaires
déterminant la taille adipocytaire et ultimement le développement de i’HTA
associée à l’obésité. Plusieurs indices théoriques découlant de la littérature
supportent l’implication de ces gènes dans notre modèle. Par contre,
l’identification de variantes génétiques contenues à l’intérieur du segment RNO2O
capables d’induire ses effets requièrent des études plus approfondies.
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A.1 Tableau supplémentaire 1 - Catégorisation des gènes montrant une
régulation d’expression génique induite par la diète [Supplementale
table J — Categorized genes showing diet-induced changes in gene
expression]
A.2 Tableau supplémentaire 2 — Liste de gènes présents dans le segment




Categorized genes showing diet-induced changes in gene expression
A. Genes downregulated by HFD in both strains
Lipogenesis
Table continued on next page
SHP NT Wprobe FD
.N HFD
Gene ID Gene name
average 80 C62 38 l90 Acac acetyl-coenzyme Acarboxylase
1367854_at 298 0,80 3,37 0,63 Acly ATP citrate lyase
average 2,71 1,09 3,26 1,33 Alb albumin
1377573_at 2,28 0,81 3,24 1,14 CaSa carbonic anhydrase V, mitochondrial
1388194at 162 1,36 2,41 1,14 DIat lihydrolipoamide acetyltransferase
iverage 2,07 0.87 2.47 0,69 Fasn fatty acid synthase
verage 1,95 0,87 2.84 1,08 Glut4 facilitated glucose transporter, member 4
average 2,26 0,94 3,57 1,15 Gpam qlycerol-3-phosphate acyftransferase. mitochondrial
1368328_at 2,58 1,65 2,89 1,52 Gys2 glycogen synthase 2 (liver)
1369006_at 1,22 0,60 2,15 1,01 Hk2 exokinase 2
iverage 4,14 0,97 6,83 0,92 Mel malic enzyme 1
1370540_at 1,58 0.49 2,4? 0,70 Nrld2 nucloarreceptorsubfamily 1, group D, member2
1386917_at 2,09 1,15 2,74 1,09 Pc nyruvatecarboxylase
1383698_at 2,82 0.86 4,13 1,50 Pdhal pyruvate dehydrogenase El alpha 1
1369473_at 2,51 1,16 1,82 1,09 Pgml ohosphoglucomutase I
1368674_at 2,14 1,13 2,66 0,95 PygI liverglycogen phosphorylase
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Gene ID Gene name
1369928 at 45,92 0,08 18,90 8,69 Actai actin, alpha I, skeletal muscle
1367962 at 72,31 1,23 22,22 6,93 Actn3 actinin alpha 3
1374677 at 4,47 1,01 1,51 0,99 Adss — to adenylosucclnate synthetase, muscle isotype
1370011 at 2,75 0.59 1,32 1,10 AkI adenylate kinase 1
1398306 at 5,49 1,02 3,02 1,27 Ampdl myoadenylate deaminase (AMP deaminase)
1389398_at 3,20 1,21 1,68 1,27 Anki ankyrin 1, erythroid
1379884 at 2,76 1,06 1,42 1,41 Asph to aspartate-bela-hydroxylase
1368108 at 42,85 0,73 17,15 6,20 Atp2aI ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, fast twitch I
avera e 21,67 1,15 5,98 2,70 CaIrn ralmoduline
1388604 at 10,53 0,95 3,07 1,80 Casq2 — to CAOC rat calsequestrin, cardiac muscle isoform precursor
avera e 25,50 0,88 7,72 3,60 Ckm creatine kinase, muscle
1367782 at 14,96 0,80 6,21 2,39 Cox6a2 cytochrome c oxidase subunit VIa polypeptide 2 (heart)
1367600 at 2,18 0,99 1.34 0,87 Des desmin
1367799 at 4,66 0,55 2,07 1,06 EeU a2 rakaryotic translation elongation factor 1 alpha 2
1386907 at 29,04 0,93 6,85 3,35 Eno3 enolase 3 bela, muscle specific
• 1377499 a 4,40 0,32 2,58 0,40 Hrc histidine rich calcium binding protein
1368252 at 5,92 1,06 2,74 2,00 Kbtbdl0 kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 10
1381575 at 10,52 1,07 2,95 2,10 Laspl — to LAS1 mouse LIM and SH3 domain protein 1
1387768 at 11,64 1,12 2,23 1,25 Mb myoglobin
1370033 at 60,57 0,73. 16.38 7,00 Mlc3 fast myosin alkali light chain
1387181 at 2,59 0,59 1,04 0,83 Myf6 rnyogenic tactor 6 (herculin)
1370971 at 45,06 0,93 8,75 3,18 Myhi myosin, heaxy polypeptide I, skeletal muscle, adult
1370900 at 42,20 1,29 12,57 4,36 Myh4 to myosin, heavy polypeptide 4, skeletal muscle
average 10,08 0,30 5,39 1,75 Myh7 myosin, heavy polypeptide 7, cardiac muscle, beta
113
average 9883 035 1401 703 Myl2 myosin, light polypeptide 2
1367572at 15,34 0,68 7,32 4,13 Myl3 myosin light chain 3, alkali, cardiac ventricies
1374895at 8,66 1,11 0,69 0,21 Myoml myomesin 1 (skelemin) l8SkDa
13731 30_at 5,86 2,75 1,51 Myom2 myomesin 2 skeletal muscle
1376227_at 6,57 0,87 3,04 1,47 Myozl —to myozenin 1
1374951_at 2,12 1,07 1,42 1,28 Obscn obscuhn, cytoskeletal calmodulin and titin-interacting RhoGEF
average 4,30 0,91 1,72 1,09 Pfi<m phosphofmctokinase, muscle
1367951_at 41,15 0,17 6,51 1,43 Pgam2 Dhosphoglycemte mutase 2
1370214_at 50,20 0,19 9,01 4,51 Pvalb pamalbumin (calcium binding protein)
average 53,08 0,89 19,10 5,15 Pygm glycogen phosphorylase, muscle
1390355_at 8,38 0,23 3,02 1,25 Ryrl Ryanodine receptor 1, skeletal muscle
13701 65_at 2,81 0,97 1 1,16 Smpx small muscle protein, X-linked
1371746_at 4,18 0,42 2,10 1,16 SrI —tosarcalumenin
1372407_at 4,18 0,98 1,79 1,37 Tmod4 —totropomodulin4
1367964_at 22,92 1,05 7,34 3,01 Tnni2 troponin I, skeletal, fast 2
1370412_at 4,44 0,31 2,33 1,04 Tnntl troponinTl,skeletal, slow
1371247_at 18,97 0,79 8,71 2,67 Tnnt3 fast skeletal TnT gene encoding troponin T isoforms
average 43,82 0,73 10,95 5,47 Tpml tropomyosin 1, alpha
1370198_at 5,85 1,11 2,00 1,86 Trdn triadin
1372639_at 6,58 0,14 2,21 0,87 TrimS4 Hpartfte motif-containing 54
1375518_at 23,17 0,39 9,44 3,67 Ttn titin
I 39076at 2,32 1,11 1,20 1,11 Tuba ta tubulin alpha-8 chain (Alpha-tubulin 8)
B. Genes upregulated by HFD in both strains
Extracellular matrlx and Ilpid metaboUsm
SHP’ W Wprobe UFD Gene ID Gene name
1390850 at 0,54 2,39 0,34 1,77 Adrp — ta ADFP_adipophilin (adipose differentiation-related protein)
1387032 at 1,01 2,30 0,96 2,31 Cck cholecystokinin
1369677 at 0,42 1,87 0,49 2,64 Cnn Cannabinoid receptori
1370399 at 1,00 3,48
.2 4,02 Cyp4bl Cytochrome P450, subfamily lVB, polypeptide 1
1367660 at 0,83 7,86 0,62 6,59 Fabp3 fstty acid binding protein 3
1368187 at 0,52 1,82 0,37 2,00 Gpnmb nlycoprotein (transmembrane)
1368530 at 0,81 1,71 0,99 3,03 MmpI2 mathx metalloprateinase 12
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osteoøontin secreted phoshoprotein I
trace amine receptor 1
FA oxidation and energy diss paflon
, RNTWprobe HFD HFD• Gene ID Gene name
1386880_at 1,02 2,04 1,13 1,55 Acaa2 acetyl-Coenzyme A acyltransferase 2 (mitochondrial)
• I 367735_at 1,13 2,05 1,16 1,40 Acadl Acyl Coenzyme A dehydrogenase, long chain
1367702_at 1,02 2,16 0,94 1,22 Acadm Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C-4 to C-12 straight-chain
1387033_at 0,83 15,10 1,20 3,82 Ucpl uncoupling protein 1
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C. Geroeswith strain-differentiai HFD-induced regulation
































voltage-dependent calcium channel gamma-7 subunit
homeodomain-interacting protein kinase 3
Extracellular matrix, celi membrane and cytoskeleton
probe Gene ID Gene name
1387100_at 4,30 16,96 4,97 0,17 Aqp3 3quaporin3
1386947_at 0,95 3,78 0,26 0,11 Cdhl Cadherin 1
1388547_at 0,70 3,11 1,31 0,15 Cidn4 ciaudin4
13721 53_at 1,43 4,07 1,64 0,52 Ctk2l ‘- to A40452 keratin 21, type i, cytoskeietai
1370863_at 1,05 3,75 1,53 0,65 Ctk5 Keratin (K5)
1373900_at 1,36 3,94 1,07 0,25 Ctk8 - te K2C8_rat keratin, type Ii cytoekeletal 8 (Cytokeratin 8)
1387040_at 1,23 2,67 1,43 0,77 Mal MAL protein gene
1371248_at 5,59 19,91 6,18 0,85 Sprrl to CORA_rat comifin alpha Camail proïne-rich protein 1)
13881 99_at 0,91 3,28 1,09 Tacstdl Tumor-associated calcium signai transducer 1
1391509at 1,42 5,74 1,51 0,71 Tacstd2 “umor-associated calcium signai transducer2
1387565_at 0,61 2,04 0,78 0,41 Trpv6 transient receptor potentiai cation channei, subfamiiy 5, member 6
Others genes showing diet-induced changes in gene expression
A. Genes_downregulated by HFD in both strains
T 7Wprobe HFD , H Gene ID Gene name
1399054at 1,48 1,43 2,24 1,06 - ESTs
1391544_at 4,59 1,28 6,70 1,15 - ESTs
1390636_at 1,72 1,02 2,28 0,99 - ESTs
1390498_at 1,68 1,16 2,44 1,03 - ESTs
‘90339_at 2,15 1,07 1,31 1,08 - STs
390334_at 2,09 1,04 1,86 1,09 - STs
389673 at 2,31 0,69 1,87 1,11 - STs
9579 at 1,85 0,91 5,04 0,90 - STs
389462 at 2,22 0,22 1,66 1,19 - STs
382916 at 2,65 1,46 2,12 1,24 - STs
382741 at 18,18 0,45 3,74 0,75 - STs
7902a 2,12 0,44 0,66 0,53 - STs
1385889at 2,00 0,09 2,25 1,95 - STs
1377013_at 1,84 1,22 2,45 1,03 - STs
1375055_at 4,91 0,58 2,86 1,42 - STs
1374932_at 2,04 1,69 3,31 1,11 - STs
1374271_at 1,68 1,29 2,13 1,00 - ESTs
1372979_at 2,17 1,00 1,32 1,00 - ESTs
1371927_at 6,82 1,04 3,09 1,67 - ESTs
1390203at 1,42 0,86 2,13 0,88 - EST
1369385_at 1,12 0,99 2,19 1,00 Atap actin filament associated protein
1 371492at 2,97 1,00 1,40 1,12 Apobec2 ta apolipoprotein B editing compiex 2
1 387447_at 1,02 0,54 3,00 1,44 Arf3 ADP-tibosylation factor 3
1386867_at 1,90 1,01 2,96 1,03 Brp44i brain protein 44-iïke
1373085at 2,28 1,17 3,03 1,01 Cbr3 —tocarbonylreductase3
1 377528_at 1,24 0,61 3,21 1,07 Cd47 CD47 fRh-reiated antigen, integrin-associated signai tranaducer)
1369658_at 0,62 2,55 2,01 Cebpa CATenhancer-binding protein, ONA-binding protein
1388233_at t97 0,62 2,29 1,16 Cish cytokine-inducibie SH2-containing protein
1398292_at 1,57 0,53 2,21 1,06 Cmkirl chemokine-iikereceptorl
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1398321a_ 235 0,23 1,02 0,69 Coll2al collagen XII alpha 1
1371554.,at 232 100 3,69 2,16 Cuzdl CUB and zona pellucida.like domains 1
138751 lat 0,43 0,09 2,16 0,95 Cyp2al cytochrome P450 lAi (hepatic steroid hydroxylase liAi)
1389079at 3,62 0,97 1,79 1,64 Dhrs7c to dehydrogenase/reductase (SDR family) member 7C
13771 84_at 1,00 0,61 2,04 1,12 Eafl — to ELL associated factor 1
1371298at 3,92 1,28 2,22 1,74 H19 H19 fetal liver mRNA (mapped)
388080a 7,01 0,85 8,07 1,07 Hrh3 iistamine receptor H3
369012 at 1,26 0,53 2,14 0,46 lnhba inhibinbeta-A
74167at 2,39 0,54 1,50 1,09 L0C361399 similarto autoantigen
eraa 12,45 0,83 2,17 1,02 Mbph oroteo9lycan 3
368815at 3,76 1,65 194 1,34 Mpz myelin protein zero
76968at 14,34 150 6,98 095 Mybpc2 — to myosin binding protein C, fast-type
387336at 2,35 1,22 1,85 0,96 Nat8 N-acetyltransferase 8 (camello like)
38771 2,71 0,08 3,85 2,26 Oxtr oxytocin receptor
1372745_at 1,46 Pdlim5 PDZanU LIM domain 5
13731 08 at 2.35 118 1.20 0,68 Pppl r3c protein phosphatase 1, regulatoiy (inhibitor) subunit 3C
1370486_a_ 2,90 0,63 2,27 1,58 Ptprd ‘rotein tyrosine phosphatase, receptor type, D
1389449at 2,55 0,89 1,93 1,19 GD130691 —to CG10671-iike
1373920_at 2,62 1,28 1,52 1,41 GD130784 — to 106 kDa O-GlcNAc transferase-interacting protein
1371763_at 213 135 3,02 1,11 GD130953 to RIKSN cDNA 4931406007
1389693_at 126 096 210 1,04 GD131089 —to hypothetical protein 3010020C06
1374017_at 278 ‘i3i 138 076 GD156277 to tripartite motif protein 50
1382892a 176 107 213 093 GD156SOC
— to L0C443645 protein
1373873_at , 1,13 1,25 GD156532 to OTTMUSP00000000621
1368144at 2.08 0,63 1,30 0,99 Rgs2 regulatorofG-pmteinsignaling2
1376884_a_ 6,97 0,40 3,11 0,30 Rp131 — to ribosomal protein L3-like
1372296_at 3,82 0,68 1,58 1,08 Sh3bgt to putative SH3BGR protein
1387189_at 2,11 0,95 1,91 2I S1c22a3 solutecarrierfamiiy22, member3
1376709_at 2,08 0,74 1,17 0,79 S1c39a8 solute carrier family 39 (metal ion transporter), member 8
1377455_at 0,84 0,64 2,54 1,16 Sic6al 1 solute carrier family 6 (GABA transporter), member 11
1367998_at 0,96 0,96 2,17 0,72 SIpi secretory leukocyte protease inhibitor
1375121_at 1,34 0,86 2,12 1,02 Smad6 —to MAD homolog 6 (Drosophula)
1372318_at 3,94 1,16 8,50 0,72 Sncg —to NP_035560.1 synuclein, gamma
1369085_s_ 2,09 0,87 1,08 0,84 Snrpn Rattus norvegicus SNRPN upstream reading frame
1389171_at 3,07 1,09 1,37 1,19 Tmem38a —to transmembrane protein 38a
1368132_at 1,38 1,09 2,09 1,11 TobI transducerofER8B2. 1
1375031_at 3,56 1,06 2,91 1,06 Ttn titin
1389436_at 2,52 0,22 1,06 0,57 Zmyndl7 —tozinctinger, MYNDdomaincontaining 17
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B. Genes upregulated by HFD in both strinsgn ,v wprobe NO HFD NO HFO Gene ID Gene name
13891 18_s 062 3,34 038 0,41 - to Si 13 mouse S100 calcium-binding protein A13
1392623_at 0,90 2,74 0,75 2,17 - ESTs
1389809_at 0,93 2,29 0,98 1,88 - ESTs
1376637at 1,40 1,40 1,04 2,07 - ESTS
1375934_at (54 C32 1,50 - ESTs
1368298_at 1,07 2,39 1,64 1,94 Adcy5 adenylatecyclase5
1376900_at 083 2,08 1,00 1,43 Aptx aptataxin
1375043_at 1,02 2,11 0,39 0,96 c-fos FBJ mutine osteosarcoma viral oncogene homolog
1389166_at 0,78 2,02 1,01 1,46 Cibl calcium and integnn binding family member 2
1367739at 16,18 35,73 1,57 9,93 Cox8h Cytochtome c oxidase subunit VIII-H (hearUmuscle)
1371224_a_ 0,99 2,02 0,92 1,21 Drp2 dysfrophin-related protein 2 A-form spiice vatiant
1 392467 et 0,86 2,06 1,34 1,67 Impa2 inosftol (myo)-1 (or 4)-monophosphatase 2
1379640_et 1,01 245 0,74 1,22 L316432 Ica69-r&ated protein
1374594at 0,78 216 66 1,33 L0C363080—toRIKENcDNA1600929Q21
C Genes with strain-differenbal HFD-induced_reguIaon
NT TRTprobe HFD NO HFD Gene ID Gene name
1374434_et 1,29 2,98 167 0,73 - to NP_079669.1 S100 calcium binding ptotein A14
1373352_et 1,35 3,68 1,53 1,22 - — to S113 mouse 5100 calcium-binding protein A13
1390583_at 0,96 0,67 1,04 2,55 - ESTs
1390574_at 1,30 2,35 0,82 0,80 - ESTs
1389730_at 0,98 2,06 2,11 1,90 - ESTs
1388921_et 0,91 2,09 1,31 0,96 - ESTS
1376292_at 0,55 2,01 1,15 0,45 - ESTs
1376062_at C97 222 2 - ESTs
1374345_at 8,09 1834 7,50 0,67 - ESTs
1386869_at 0,99 2,99 2,85 0,45 Actg2 Actin, gamma 2, smooth muscle, entenc
1375917_et 0,32 0,22 0,31 2,10 Gp49b glycoprotein 49b
1368550_at 173 33 182 93 Hfiul HNF-3/forkhead homolog-1
1388139_at 19,23 0,62 1,14 2,28 Myh4 ‘- to myosin, heavy polypeptide 4, skeletal muscle
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Supplemental Table 2
Rat chromosome 20 (NC_005119): 55M bp; 827 genes
1 Homologous segment*: 9M bp 430
Differential Segment**: 21M bp; 536 genes
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L0C502403 similarto Suoressor 0f variegation 4-20 homolog 2 85422 89911 +
L0C294165 similar to Elongation factor 2 (EF-2) 492207 498509 +
Dstnpredicted destrin (predicted) 661337 663184 +
Ubd ubiquitin D 1475944 1477895 -
abbrl gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor 1 1554604 1577774 -
og myelin oligodendrocyte glycoprotein 1601731 1611964 +
fp57 zinc finger protein 57 1612084 1617758 -
nrdl zinc ribbon domain containing, 1 1687850 1691468 +
Ppp 1 ri 1 protein phosphatase f regu?atory (inhibitor) subunit 1 1 1694118 1697205 +
Rnf39 nng finger protein 39 1697530 1703019 -
Tnm31predictei tripartite motif-containing 31 (predicted) 1746132 1757962 -
TrimlO tripartite motif-containing 10 1781953 1790843 -
Tnm26 tripartite motif protein 26 180384 1811269
Trim39 tripartite motif protein 39 209196 2105824 +
op2l ribonuclease P 21kDa subunit (human) 210681 2108749 +
nu guanine nucleotide binding protein-like 1 2925 2940921 -
Prr3 proline-rich polypeptide 3 29411 2946284 +
PpplrlO protein phosphatase 1, regulatory subunit 10 2970 7 2984397 -
Mrpsl8b mitochondrial nbosomal protein S18B 2985 2992026 +
Ddx16 DEAH (Asp-GIu-Ala-His) box polypeptide 16 3009 51 3022942 -
Nrm nurim (nuclear envelope membrane protein) 3035 4 3039259 -
Mdcl mediator of DNA damage checkpoint 1 3042 3059237 -
Tubb5 tubulin, beta 5 3060 3064720 +
Floti tiotillin 1 3065 3075543 -
Ler3 immediate early response 3 3076574 3077744
Ddrl discoidin domain receptorfamily, member 1 32022 3214611 +
Gtf2h4 general transcription factor Il H, polypeptide 4 3222308 322791 +
Vars2l valyl-tRNA synthetase 2-like 322806 3238909 +
Clici chloride intracellular channel 1 34989 38424 -
Atp6vlg2 ATPase, H+transporting, Vi subunitG isoform 2 36263 36285 -
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer
Nfkbill in B-cells inhibitor-like 1 3629241 36442 +
Lta Iymphotoxin A 3657842 365984 1-
Tnf tumor necrosis tactor supertamNy, member 2 344
Ltb Iymphotoxin B 3666524 366836
Lstl leucocyte specific tran script 1 3698568 370148 +
Ncr3 natu raI cytotoxicity triggering receptor 3 3701810 37072 -














Aifi - allograif inflammatory factor I 3714428 3716325 +
Apom apolipoprotein M 3754627 3757204 +
G4 G4 protein 3758 3758912 -
Ly6g5b ymphocyte antigen 6 complex, locus G5B 37698 3770754 +
Ly6g5c epididymal secretory protein 8 3773 3777252 -
G6f G6f gene 1 3805986 +
Ly6g6e ymphocyte antigen 6 complex, Iocus G6E 3808707 3810443 -
Ly6g6d ymphocyte antigen 6 complex, Iocus G6D 3813286 3816525 +
Ly6g6c ymphocyte antigen 6 complex, locus G6C 381797 3820673 -
G6b G6b protein 3821900 3823718 +
Ddah2 methylarginine dimethylaminohydrolase 2 3829768 3831770 -
Msh5 tS homolog 5 384581 3862015 +
L0C499403 iar to Ng23 protein 386266 3864422 +
G7c C protein 386366 3874196 -
Vars2 valyl-tRNA synthetase 2 3874446 3889024 -
Hspalb heatshock7okDprotein lB 39539 3959552 +
Neul neuraminidase 1 39997 1 400365 -
Ng22 Ng22 protein 40051 4 4021 70 -
C2 complementcomponent2 40514 4071 +
8f B-factor, properdin 40721 4077 +
Rdbp RD RNA-binding protein 40777 4081 -
Skiv2l superkillerviralicidic activity 2-like 40844 4093496 +
Dom3z DOM-3 homolog Z 4093667 409582 -
Stkl9 serine/threonine kinase 19 40959 4105509 +
Cyp2lai cytochrome P450, subfamily 21A, polypeptide 1 41253 412851 +
Crebil cAMP responsive element binding protein-like 1 41921 4200108 -
Fkbpl FK506 binding protein-like 42011 4202576 -
Ppt2 palmitoyl-protein thioesterase 2 42256 4234662 +
Agpatl 1-acylglycerol-3-phosphate 0-acyltransferase 1 4237798 4245723 -
Ager advanced glycosylation end product-speciflc receptor 4250613 4253540 -
Pbx2 pre-B-celI Ieukemia transcription factot2 4254010 4259185 -
G-protein signalling modulator 3 (AGS3-like, C.
Gpsm3 elegans) 4259883 4261744 -
Notch4 Notch homolog 4 4263205 4287312 -
C4-2 complement component 4, gene 2 4300724 4315878 +
butyrophilin-like 8 4403712 4415128 +
L0C502413 similarto envelope protein 4427024 4427299 -
Btnl7 butyrophilin-like 7 4437293 4447525 +
L0C294268 similarto butyrophilin-like protein 4471149 4524984 +
Bb113 butyrophilin-like 3 4597078 4605122 -
Btnl2 butyrophilin-like 2 (MHC class II associated) 4616510 4625383 -
Tap2 transporter 2, ATP-binding cssette, sub-family B 4770446 4784488 -
Psmb8 oroteosome (prosome, macropain) subunit, beta type 8 4786264 4789162 -
Tapi transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B 4790803 4800671 -
Psmb9 proteosome (prosome, macropain) subunit, beta type 9 4801220 4806608 +
Brd2 bromodomain-containing 2 4854606 4871813 +
Collla2 procollagen, type XI, alpha 2 492445 4953310 -
Rxrb retinoid X receptor beta 4954336 4958641 -
Hsdl7b8 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 8 4964860 4966855 +
Ringi ring finger protein 1 496825 4972149 +
Vps52 vacuolar protein sorting 52 (yeast) 507450 5083217 -
Rpsi8 ribosomal protein S18 508362 5087304 +
UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1 3-galactosyltransferase,
B3galt4 polypeptide 4 5087884 5089425 +
Rab2l RAB2, member RAS oncogene family-Iike 5100262 5108973 -
Tapbp TAP binding ptotein 5109807 5117747 -
Znf297 zinc finger protein 297 5118098 5121235 -
Daxx Fas death domain-associated protein 5122018 5126648 -
Kifcl kinesin family member Cl 5150810 5169264 +
PhfI PHD finger protein I 5170270 5175027 +
Table continued on next page
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Ubash3a_predict ubiquitin associated and SH3 domain containing, A 9565528 9620362
Tsga2_predicted testis specic gene A2 (predicted) 9633454 9688904 -
solute carrier family 37 fglycerol-3-phosphate
S1c37a1_predict transporter), member 1 (predicted) 9689661 9745107 ‘-
Pde9a phosphodiesterase 9A 9815900 9901584 +
L0C49941 2 similar to WD repeat domain 4 9926481 9942109 -
Mipp65 sIIPP65 protein 9951179 9960265 +
Pknoxl_predicte Pbxlknofted 1 homeobox (predicted) 9965848 10041511 -f
Cbs cystathionine beta synthase 10047636 10075520 -
Snfllk SNF1-like kinase 10280194 10291791 -
similar to heat shock transcription factor 2 binding
L0C499413 protein 10368680 10454111 -
L0C361 819 similarto pyridoxal kinase 10499343 10533821 -
Pdxk pyridoxal (pyridoxine, vitamin B6) kinase 10541656 10563199 +
Cstb cystatin B 12Z
Nnpl_predicted novel nuclear protein 1 fpredicted) 10594258 1060694 +
Agpat3_predicte 1 -acylglycerol-3-phosphate 0-acyltransferase 3 10 1778
Tmeml_predicte fransmembrane protein 1 (predicted) 10775111 1083314 ÷
C21orf33 homolog 0f zebrafish ES1 -10851555 1085965 +
L0C499415 similarto B7-like protein GL5O-B 109494-33 1095492 -
Dnmt3l DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3-like 10958957 1097342 -
autoimmune regulator (autoimmune polyendocrinopathy
Airejredicted candidiasis ectodermal dysfrophy) (predicted) 10980089 10995913 +
Pfld phosphofructokinase, liver, B-type 11009359 11032511 -f
similar to fransient ceceptor potential cation channel
L0C499416 subfamily M member2 11053301 11099740 +
Lrrc3 eucine-rich repeat-containing 3 11107145 11108095 +
Ube2g2predicte biquitin-conjugating enzyme E2G 2 (predicted) 11367545 11389252 -
imilarto Ubiquitin-like protein SMT3A precursor
L0C499417 Ubiquitin-related protein SUMO-2) 11393957 11404621 -
Pttglippredictei pituitarytumor-transforming 1 interacting protein f467 11432404
tgb2_predicted ntegrin beta 2 (predicted) 1144652 11485009 -
RGD1311257_pr imilarto C2iorf7O protein (predicted) 11504045 11536945 -f
Adarbi adenosine deaminase, RNA-specific, Bi 1167844 11743941 ÷
Pofut2predicted protein O-fucosylfransfersse 2 (predicted) 117635 11774475 -
Coli8al collagen, type XVIII, alpha 1 118664 11981635 +
SIcl9ai solute carrier family 19, member 1 119842 12001291 -
similar to Adenosylhomocysteinase (S-adenosyl-L
L0C294334 homocysteine hydrolase) (AdoHcyase) 12080218 12165434 -
Pcbp3_predicted poly(rC) binding protein 3 (predicted) 12224271 12290274 +
L0C294337 similarto collagen alphai type VI-precursor 12309334 12338494 +
Co16a2_predicte procollagen, type VI, alpha 2 (predicted) 12444914 12461339 +
Ftcd formiminotransferase cyclodeaminase 12470291 12483807 -
minichromosome maintenance deficient 3 (S.
Mcm3ap_predict cerevisiae) associated protein (predicted) 12543574 12580874 -
L0C499419 similarto Protein C21orf58 12591636 12602847 -
L0C309692 similarto pericenffin 12607841 12788174 +
SiOOb S100 protein, beta polypeptide 12791440 12824508 -
LOC499420 similsrto Protein arginine N-methyltransferase 2 12796889 12817018 +
Slc5a4a_predict solute carrier family 5, member 4a (predicted) 12876037 12919027 -
solute carrier family 5 (neutral amino acid transporters,
Slc5a4b_predict system A), member 4b (predicted) 12927025 13006360 -f
L0C294344 similarto 60S RIBOSOMAL PROTEIN L13 13047846 13048483 +
Vpreb3_predicte pre-B lymphocyte gene 3 (predicted) 13116109 13119887 -
similar to Homo sapiens fetal lung specific
L0C499421 expression—unknown 13121984 13123710 ÷
MGC105647 similarto Nur77 downstream protein 2 13124662 13126461 -
Mmpi 1 mafrix metalloproteinase 11 13129667 13138449 -f
Table continued on next page
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3WlISNF related, matrix associated, actin dependent —
Smarcbl_predict regulator of chromatin, subfamlly b, member 1 13140527 13162189 ‘-
L0C361 826 similarto carcinoma related gene 13163930 13191289 -
Mif macrophage migration inhibitory factor 13191986 13192851 +
Gstt2 glutathione S-transferase, theta 2 13221708 13225353 +
Susd2_predicted sushi domain containing 2 (predicted) 13435903 13442607 -
Cabini calcineurin binding protein 1 13444820 13569497 -
Ddt D-dopachrome tautomerase 13591785 13594256 -
L0C499422 similarto Glutathione S-transferase, theta 3 13596710 13603193 -
Gsttl glutathione S-transferase theta 1 13604355 13621456 -
Upbl ureidopropionase, beta 13715993 13743261
Adora2a adenosine A2a receptor 13815719 13625618 -
Bcr_predicted breakpoint cluster region (predicted) 13973138 14097816 -
Rtdrl_predicted rhabdoid tumor deletion region gene 1 (predicted) 14132366 14140520
Gnaz guanine nucleotide binding protein, alpha z subunit 14146844 14198514 -
similarto DNA-directed RNA polymerase III 47 kDa
L0C502417 potypeptide (RNA polymerase C subunit 4) f RPC4) 14368363 14369678 -
L0C365554 similarto proteasome subunit iota 17487943 17488603 +
similar to pyruvate kinase (EC 2.7.1.40) isozyme M2 -
L0C499423 rat 17543620 17548846 -
lmpk inositol polyphosphate multikinase 17947110 17982281 -
ubiquitin-conjugating enzyme E2D 1, UBC4I5 homolog
Ube2dl_predicte (yeast) fpredicted) 18001711 18084627 +
Tfam transcription factorA, mitochondrial 18100629 18112682 +
Biccl_predicted bicaudal C homolog 1 (Drosophila) fpredicted) 18348670 18476678 +
Phyhiplpredicte phytanoyl-C0A hydroxylase interacting protein-like 18808839 18849027
Cdc2a cell division cycle 2 homolog A (S. pombe) 20018044 20044030 +
Rhobtbl_predict Rho-related BIB domain containing 1 (predicted) 20091917 20132872 -
Tmem26_predict transmembrane protein 26 (predicted) 20631151 20679957 -
L0C365556 similarto 60S RIBOSOMAL PROTEIN L5 20717654 20822724 +
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Ust of genes annotated by NCBI as immune complex
related in differential se nt** (
____
gme 83)
RT1-M3 RT1 class lb, locus M3 1412553 1416692 -
L0C499400 similarto RT1 class I, M5 1538276 1640540 -
L0C309564 similar to MHC class lb M4 precursor 1643837 1648694 +
RT1-M6-1 RT1 class I, M6, gene 1 1658455 1661371 +
RT1-M6-2 RT1 class I, M6, gene 2 1675589 1678425 +
RTJ-M1-4 RTI class I, Ml, gene 4 1978459 1960679 -
RTJ -Ml-2 RTI class I, Ml, gene 2 1998510 2000712 -
RT1-M10-1 RTI class I, Ml0, gene 1 2074830 2076950 +
RT1-P2 Ru class I, locus P2 t
2994a1 class I gene fragment 2994 2177419 2177675
2865a2 class I gene fragment 2865
_______
2976a1 class I gene fragment 2976
2953ala2 classlgenefragment2953 2211828 2212611 f
2959al class I gene fragment 2959 2218267 2218583 +
2641a
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2463a1 a2 class gene fragment 2463
2461a1a2 c[ass genefragment246l
2458a2 class gene fragment 2458
H2-T18 histocompatibility2, T region locus 18
similarto Mature alphachain of major histocompatibility
L0C50241 1 complex class I antigen




















































RT1-N2 Il dace lb gene, H2-TL-like, grc region(N2) 2785625 2788804
RT1-32 T1 class lb, locus H2-TL-like (S2) 2794349 2795770 +
T1-0 TI class lb, locus H2-Q-like, grc region 2799232 2801636 +
T1-N3 Ti class lb gene, H2-TL-like, grc region (N3) 2806841 2810079 +
T1-S3 Ti class lb, locus S3 2812209 2820640 +
T1-149 RT1 dace I, T24, gene 4 2829831 2837337 +
61ex4-5 assl gene fragment 2361 2839209 2839558 -
31ex4-5 assl gene fragment 2331 2869936 2870460 -
T1-T24-2 RT1 class I, T24, gene 2 288011 2884597 -
lOex4-5 lassl genefragment23lo 289108 2891438 -
T1-T24-1 stocompatibility 2, T region locus 24 200723 2922971 +
T1-CE7 RT1 dace , CE7 3410094 34131 +
T1-CE1 O Tlclass , CE1 0 346860 34717 +
RT1-CE5 Tlclass , CES 351004 35137 -
RTI-CE4 Tidasa I. CE4 353644 35396 -
T1-CE3 71 class I, CE3 355226 35656 -
T1-CE2 Rllclass I, CE2 3576700 3579764 -
RT1-CEI Tldass I, CEJ 3594830 359801 -
atia HLA-B-associatedtranscript lA 3611128 362352 -
at2 HLA-B associated franscnpt 2 3724278 373761 +
at3 HLA-B-associated transcript 3 3739593 3752266 -
t4 8at4 gene 3762794 3763067 -
t5 HLA-B associated transcript 5 3782758 3797594 -
t8 HLA-B associated franscript 8, rat orthologue 4021679 4033709 -
RTJ-Da RT1 class Il, locus Da 4636359 4641280 +
RTJ-Dbl RTI class Il, locus Dbl 4671513 4681009 -
RT-Ba RTJ class Il, locus Ba 4698033 4702150 +
RT1-Bb RT1 dace Il, locus Bb 4730559 4736186 -
RTI-DOb RT1 class Il, locus DOb 4753940 4759648 -
Hla-dmb major histocompatibility complex, class Il, DM beta 4829535 483667 -
la-dma major histocompalibihty complex, class Il, 0M alpha 4843463 -
T1-DOa RT1 dlass Il, locus DOa 4690410 4894044 -
Il-Ha Ru class Il, locus Ha 4002458 4007742 -
Tl-Ke4 RT1 dace I, locus Ke4 4961333 4964650 +
Tl-A3 RT1 dass I, A3 4998645 5002204 +
RT1-A2 RT1 class la, locusA2 5021816 5025341 +
RT1-A1 RT1 class la, locus Al 5056763 5060280 +































































































































List of genes annotated by NCBI as pseudogenes in
2424510 2425028 +
Table continued on next page
ment** (109)
31r1715-ps olfactory receptor pseudogene 1715 1115 11 +
r1716-ps olfactory receptor pseudogene 1716 111761 11 -
ri 717-pc olfactory receptor pseudogene 1717 1126991 ii +
r1719-ps olfactory receptor pseudogene 1719 1140800 1141354 ÷
) r1721-ps olfactory receptor pseudogene 1721 115911 1159571 +
)r1723-ps olfactory receptor pseudogene 1723 118314 1183751 +
) r1725-ps olfactory receptor pseudogene 1725 119720 1198021 -
r1728-ps olfactory receptor pseudogene 1728 12162 1217170 -
r1732-ps olfactory receptor pseudogene 1732 12883 1289015 +
r1740-ps olfactory receptor pseudogene 1740 14235 1424423 +
r1741-ps olfactory receptor pseudogene 1741 142935 iooea -
r1747-ps olfactory receptor pseudogene 1747 1504686 1505624 +
osi5-ps nbosomal protein S15 pseudogene 16567 1657206 +
protein phosphatase 1 catalytic subunit, beta isoform,
‘pplcb-ps pseudogene 1769746 1770661 -
pl39-ps nbosomal protein 39 pseudogene 1780389 1780973 -
‘bp-ps Pbp pseudogene 1781231 1781689 -
r1m15 tripartite motif-containing 15 pseudogene 1794101 1796854 -
Ti-M104 Ti class I, Mb, psedogene 4 1854092 1856221 -
298a3 Ti class I, pseudogene 3298a3 1864459 1864721 -
?Ti-Mi0-3 RT1 class I, M1O, pseudogene 3 1875564 1877171 -
81a3 Ru class I, pseudogene 3281a3 1881797 1882042 -
58a2 11 class I, pseudogene 3258a2 1906468 1906652 -
52a3 Ti class I pseudogene 3252a3 1912772 1912962 -
T1-M8 RT1 class M8 pseudogene 1914494 1915711 -
T1-M7 1 class 1, M7 pseudogene 1916127 1918309 -
m39-ps m39 pseudogene 1989582 1989676 +
?T1-M1-1 Ti class 1, Mi, pseudogene 1 2024952 2027356 -
pid-ps 11 class 1, Ppid pseudogene 2033306 2033589 -
T1-Mb0-2 Ti class 1, Mb, pseudogene 2 2050136 2052283 -
82ex4-5 RTJ class pseudogene 3082ex4-5 2084977 2085406 -
crgi-ps4O Riken clone 5830469G19 related pseudogene 40 2147644 2147952 -
erg-psis p221 625 related pseudogene 15 2148921 2149439 -
rgl-ps24 en clone 5830469G19 related pseudogene 24 2184902 2185210 -
rgi-ps23 en clone 5830469G19 related pseudogene 23 2192299 2192589 -
rgl-ps33 en clone 5830469G19 related pseudogene 33 2201777 2202067 ÷
crgl-psl5 RiKen clone 5830469G19 related pseudogene 15 2234080 2234399 -
rg1-ps14 Riken clone 5830469G19 related pseudogene 14 2237647 2237937 -
r47a1a2 2747aia2pseudogene 2245830 2246613 +
rg1-ps19 Riken clone 5830469G19 related pseudogene 19 2264388 2264696 ÷
crgl-ps22 Riken clone 5830469G19 related pseudogene 22 2395030 2395320 -
ccgl-ps37 Riken clone 5830469G19 related pseudogene 37 2409039 2409330 +
crgl-ps38 Riken clone 5830469G19 related pseudogene 38 2412476 2412766 +
crgl-ps39 Riken clone 5830469G19 related pseudogene 39 2416881 2417188
crgl-ps34 Riken clone 5830469G19 related pseudogene 34 2421377 2421800 -
Nerg-psiO EST221625 related pseudogene 10
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Rcrgi-ps32 Riken clone 5830469G19 related pseudogene 32 2448418 2448841 +
Rcrgi-ps3i Riken clone 5630469G19 related pseudogene 31 2476329 2476637 -
erg-psi I EST221625 related pseudogene ii 2509715 2510231 -
crgi-ps28 n clone 5830469G19 related pseudogene 28 25130 2513274 -
rgi-ps27 n clone 5830469G19 related pseudogene 27 25164 2516785 -
rgi-ps26 n clone 5830469G19 related pseudogene 26 254608 2545393 -
rgi-ps25 n clone 5830469G19 telated pseudogene 25 25485 2548827 -
rg-ps7 221625 related pseudogene 7 2595625 2596141 -
rgi-psl3 R ken clone 5830469G19 related pseudogene 13 25989 2599256 -
ps2-ps4 Ti class I gene Rps2-ps4 2638372 2639269 -
R rgi-pslO ken clone 5830469G19 related pseudogene 10 26767 2677065 -
N r -os6 T221 625 related pseudogene 6 26780 2678552 -
-psS T221625 related pseudogene 5 2694868 2695474 -
-ps9 ken clone 5830469G19 related pseudogene 9 26979 2698007 -
-ps8 ken clone 5830469G19 related pseudogene 8 2700031 2700338 -
crgi-ps7 ken clone 5830469G19 related pseudogene 7 2704837 2704988 -
crg2-ps6 R ken clone 2210412D01 related pseudogene 6 2706931 2707216 -
crgl-ps6 R ken clone 5830469G19 related pseudogene 6 2707419 2707832 -
Rcrg2-ps4 ken clone 2210412D01 related pseudogene 4 2711668 2716451 -
erg-ps3 1221625 related pseudogene 3 2717207 27177 -
crg2-ps2 ken clone 221 0412D01 related pseudogene 2 2721393 272206 -
erg-psi 1221625 related pseudogene 1 2726519 27267 -
crgi-ps3 Riken clone 5830469G19 related pseudogene 3 2728560 272865 -
crgl-ps2 Riken clone 5830469G19 related pseudogene 2 2728864 27291 -
Rcrg2-psl Riken clone 2210412D01 related pseudogene 1 2731791 273394 -
Rcrgl-psi Riken clone 5830469G19 related pseudogene 1 2735940 27362 -
Ds2-ps3 RTJ class gene Rps2-ps3 2768355 277009 -
os2-psl RTJ class gene Rps2-psl 2798167 27989 -
ol4l-ps RT1 class Rp141 pseudogene 2850180 2850536 -
LOC2247331-5 L0C2247331-5 pseudogene 3407226 34075 +
Cdk2apl-ps4 Cdk2api-ps4 pseudogene 3417384 341 9 +
L0C2247331-6 L0C2247331-6 pseudogene 34232 3 +
L0C2247331-7 LOC2247331-7 pseudogene 34654 739 +
Sacm2l-ps4 Sacm2I-ps4 pseudogene 35023 49 -
L0C2247331-4 L0C22473314 pseudogene 351721 3517 -
L0C2247331-3 L0C2247331-3 pseudogene 35431 35434 -
Cdk2apl-ps2 Cdk2api-ps2 pseudogene 35714 3572 -
Sacm2l-ps3 Sacm2l-ps3 pseudogene 35864 3587 -
Rps25-ps2 Rps25 pseudogene 2 a’9900 947
G7e G7e pseudogene 39967 3901 +
Ng35 Ng35 pseudogene 40399 4041349 -
Tnx tenascin X pseudogene 41338 417804 -
Rnf5 ring linger protein 5 pseudogene 4348021 4250 -
Stklg-ps serine/threonine kinase 19 pseudogene 429748 429967 -
Cyp2lal-ps cytochrome P450, subfamily2lA, polypeptide 1 •ï77 43358 7
esb Tesbpseudogene 457614 458034 -
rrb2-ps restin, beta 2, pseudogene 464672 4647697 -
acm2l-ps2 acm2l-ps2 pseudogene 5011011 50121 7 -
0C2247331-2 OC224733l-2 pseudogene 5017790 50180 -
dk2apl-psl Cdk2apl-pseudogene 1 5028877 5029037 +
L0C2247331-1 L0C2247331-1 pseudogene 5045073 5052851 -
Sec6l-ps Sec6l pseudogene 5142707 5143045 -
Rps25-psl nbosomal protein S25 pseudogene 1 5148862 5149529 -
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5 similarto RIKEN cDNA 290001 0M23 (predicted) 535800 537 —
similar to hvoothebcal orotein D830007E07 5371 539
0C309637
ypothetical L0C294291
similar to hypothetical protein FLJ20302; similar to
DG31653-PA (pcedicted)
imIlarto LRRGT0009J 596 599 +
+
6066778 6110306 +
similarto RIKEN cDNA 4930511111 (predicted) 6769891 6780191 +
L0C499408 7171861 7173950 ÷
0C499409 L0C499409 7205858 7220025 -
similar to RIKEN cDNA 241 0004N1 1; DNA segment,
Chr 17, ERATO Dol 562, expressed f predicted) 7221507 7253138 ÷
1GC72991 similarto GI:13385412-like protein spiice form I 7584512 7610178 f
L0C499410 L0C499410 764447 7645221 +
L0C502414 similarto hypothetical protein 7882629 7919503 +
C0C49941 1 hypothetical gene supported by AY380821 792036 7927828 +
RGD1307801_pr similarto RIKEN cDNA 1300078105 (predicted) 7957560 8013992 +
L0C365544 similar to DNA segment, Chr 17, ERATO Dol 488, 68 9350087 +
L0C309673 similar to RIKEN cDNA 2600005C20 fpredicted) 1045416 10477558 +
L0C499414 L0C499414 10565790 10568806 -
similar to RIKEN cDNA 1810043G02; DNA segment,
Chr 10, Johns Hopkins University 13, expressed
L0C309681_pre (predicted) 11034059 11040919 -
L0C365546 similarto chromosome 21 open reading frame 29; Isp- 11119139 11156884 -
L0C502415 L0C502415 11165912 11175017 +
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L0C365547 similarto chromosome 21 open reading ftame29; ISP- 11202966 11214246
L0C502416 L0C502416 11218569 11223144 ÷
L0C499418 similarto Putative protein C21orf56 homolog 12468956 12496088 -
L0C497745 hypothetical gene supported by NM_031 049 12507573 12534612 -
similarto RIKEN cDNAA130042E2O; open reading
L0C361 822 frame 57 f predicted) 12580695 12587449 ÷
similarto DNA segment, Chr 10, Johns Hopkins
L0C294343 University 82, expressed 13028871 13030469 -
L0C365549 similarto SGLT1 protein 13063445 13106903 -
L0C361 828 similarto mKIAAO376 protein (predicted) 13838715 13945178
L0C361 829 similarto CG7980-PA 14111689 14127403
L0C365553 L0C365553 14251824 14256377 +
L0C294350 hypothetical L0C294350 14505441 1450795 -
L0C502418 similarto RIKEN cDNA 1700049L16 17281111 17281638 +
L0C365555 L0C365555 17696881 1769747 ÷
similarto DNA segment, Chr 10, ERATO Doi 214,
L0C294362 expressed fpredicted) 17985909 1799937 ÷
L0C294565 similarto RIKEN cDNA 120001 5N20 (predicted) 18850889 19030485 -
L0C361 833 hypothetical gene supported byAF065149; AF102552 19160016 19677535 -
L0C294368 similarto RIKEN cDNA 0610012D17 19967762 2000001 +
L0C499424 similarto RIKEN cDNAA930033HI4 gene 20165621 20166657 +
L0C361 834 similarto RIKEN cDNA 1700040L02 (predicted) 20871987 20981867 +
Supplemental table 2: List 0f genes found in the SHR.IN differential segment** (based on
current NCBI database). The segment contains an estimated 536 genes whereas the
homolougous segment contains approximatively 430 genes including the 2 candidat genes
TNF-a, PPAR-d. The homologous segment* is the segment of the rat chromosome 20
(RNO2O) that is homologous to the human segment (implicated by previous studies). The
differential segment** s the whole segment that has been transferred from the BN rats onto
the background 0f the SHR rats creating the SHR.1N congenic strain.
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